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KEYWORDS Summary Colorectal cancer (CRC) is the second cause of cancer-related mortality although 

Septin9; its early detection allowed the survival rate to increase up to 90%. The most common scree- 

Colorectal cancer; ning test in France is the classical fecal occult blood test (Hemoccult®) performed in families 

Intestinal polyposis; and individuals at risk, and now systematically every two years in individuals after 50 years. 

Epigenetics; New biomarkers have yet appeared, particularly with the detection of hypermethylated DNA 

DNA methylation; in stools or blood plasma. Gene methylation is an epigenetic phenomenon often associated 

Plasma DNA; with carcinogenesis, especially CRC, DNA extracted from normal tissues being not or poorly 

Fecal occult blood methylated, allowing the normal transcription of the gene and the expression of the protein, 

test; Recently, a new plasma assay detecting methylated DNA of a septin variant (Sept9 assay) was 

Screening developed. Septins are proteins from the cytoskeletal, linked to microtubules and actin fibers; 

they are GTPases associated with a number of cellular functions such as cytokinesis and vesi- 
cular trafficking. They form a great family with at least 13 members that are assembled into 
hetero-oligomers forming filaments and rings. Among ubiquitous septins, septin9 was rapidly 
associated with CRC with the development of a blood-based assay («septin9 DNA methylation 
assay » from Epigenomics), sensitive and specific, allowing the screening quality to be improved 
with better compliance in targeted populations. Septin9 assay detects adenomas (polyposis) of 
more than 1 cm (generally not cancerous), increases in positivity in function of the evolution 
stage (stages I to IV), and remains negative in normal individuals as verified with colonoscopy. 
This new non stool-based assay could compete with stool-based assays in development such as 
immunologic detection. 
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Resume Le cancer colorectal (CCR) reste la seconde cause de mortalite par cancer bien que 
sa detection precoce ait permis d’augmenter le taux de survie a plus de 90%. Le test de depis- 
tage de masse utilise actuellement en France est la classique recherche de sang dans les selles 
(Hemoccult®) chez les personnes et families a risque, et maintenant systematiquement tous 
les deux ans apres 50ans. De nouveaux bio-marqueurs sont apparus, en particulier avec la 
recherche d’ADN hypermethyle dans les selles ou le plasma sanguin. La methylation des genes 
est un phenomene epigenetique souvent associe a la cancerogenese, et en particulier au CCR, 
I’ADN des tissus sains etant peu ou pas methyle, ce qui permet une transcription normale 
du gene et I’expression de la proteine. Recemment est apparu un test plasmatique mesurant 
I’ADN-methyle d’un variant de la septine 9 (test Septine 9). Les septines sont des proteines du 
cytosquelette, reliees aux microtubules et aux fibres d’actine; ce sont des GTPases associees 
a de multiples fonctions cellulaires essentielles comme la cytocinese et le trafic vesiculaire. 
Elies torment une grande famille de plus de 13 membres qui s’assemblent en hetero-oligomeres 
formant des filaments ou des anneaux. Parmi les septines ubiquitaires, la septine 9 a ete 
rapidement incriminee dans le CCR, menant au developpement d’un test de detection plasma- 
tique (« septin9 DNA methylation assay » d’Epigenomics), sensible et specifique, qui permettrait 
d’ameliorer la qualite du depistage avec une meilleure compliance des populations ciblees. Le 
test Septine 9detecte des adenomes (polypes) de plus de 1 cm (generalement non cancereux), 
est d’autant plus positif que le stade du cancer est avance (stades I a IV), et reste negatif chez 
les individus sains verifies par coloscopie. Ce nouveau test non-fecal pourrait concurrencer les 
tests en cours d’implantation, essentiellement fecaux comme les tests immunologiques. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Le cancer colorectal : epidemiologie, etiologie 
et depistage 

Les tumeurs du colon et du rectum restent frequentes et 
sont encore souvent fatales si le diagnostic est pose tardi- 
vement. Bien que la detection precoce du cancer colorectal 
(CCR) ait permis d’augmenter le taux de survie a plus de 
90%, ce cancer demeure la seconde cause de mortalite par 
cancer, derriere le cancer de la prostate et le cancer du 
poumon chez les hommes, derriere le cancer du sein chez 
les femmes. En 201 1 , 140 000 nouveaux cas ont ete detectes 
aux Etats-Unis, et 40 500en France, avec 50000deces cette 
annee-la aux Etats-Unis pour 17 500deces en France. Les 
hommes sont plus touches que les femmes; I’incidence du 
cancer du poumon etant en augmentation chez les femmes, 
le CCR sera bientot la troisieme cause de mortalite par can- 
cer chez les femmes, comme chez les hommes, sauf chez 
les non-fumeurs pour lesquels le cancer bronchique est rare. 
L’incidence du CCR augmente avec I’age; comme les popu- 
lations vieillissent rapidement, on doit s’attendre a une 
augmentation du nombre de nouveaux cas. Plus le CCR est 
diagnostique precocement, plus il va beneficier des progres 
therapeutiques, en particulier en termes de prise en charge 
chirurgicale. Le traitement passe toujours par I’exerese de 
la tumeur; a I’examen anatomopathologique, on retrouve 
le plus souvent un adenome ou polype adenomateux (Stade 
I). Les stades superieurs correspondent a un envahissement 
de la sous-sereuse ou d’un organe voisin (Stade lla), ou 
du peritoine (Stade lib), avec des ganglions metastatiques 
regionaux (Stade III, A, B ou C selon le nombre), ou avec des 
metastases a distance, au foie essentiellement (Stade IV). La 
survie a cinq ans passe de 90 % lorsque la tumeur est au Stade 
I a 8% lorsque le diagnostic est realise sur une tumeur au 
Stade IV. Dans 95 % des cas, on retrouve un adenocarcinome ; 
les cancers colloYdes ou mucineux sont plus rares. Tous les 
arguments sont reunis pour justifier I’interet d’un depistage 


precoce du CCR afin de realiser I’exerese le plus tot possible, 
assurer le diagnostic anatomopathologique, etablir un pro- 
nostic et definir une ligne therapeutique complementaire 
au premier acte chirurgical (reprise chirurgicale du ou des 
polypes, chimiotherapie, radiotherapie. . .). 

Les causes du CCR sont multiples et intriquees. Les 
formes purement hereditaires sont rares (moins de 5% 
des cas sont des polyposes familiales avec des mutations 
du gene Ape, ou plus sporadiquement dans les voies de 
transduction du signal reliees a Ape, comme les voies 
Notch et Wnt). Les maladies inflammatoires chroniques 
du colon, comme la maladie de Crohn et la rectoco- 
lite hemorragique, favorisent le developpement du CCR. 
De nombreux facteurs environnementaux sont incrimi- 
nes, au rang desquels on trouve la consommation ou 
surconsommation de tabac, d’alcool, de viandes rouges 
et de charcuteries ; la sedentarite favoriserait aussi la 
survenue de CCR. Des mesures de prevention primaire 
sont prises dans tous les pays pour faire diminuer la 
frequence du CCR ou au moins amortir I’augmentation 
previsible du nombre de cas par le vieillissement des popu- 
lations. Cela passe par I’incitation a I’arret du tabac, 
a la diminution de la consommation d’alcool et de 
viandes, tout en favorisant la consommation de legumes 
et de fruits, et la pratique d’activites physiques ou 
sportives. 

Devant une telle frequence de ce cancer et une telle 
gravite liee a devolution rapide du CCR, le depistage a 
montre son interet en diminuant la mortalite en quelques 
annees. La methode la plus simple, et qui a fait I’objet 
du premier depistage est la fameuse « recherche de sang 
dans les selles ». Ce test est base sur le fait qu’un polype 
qui saigne est en cours de differenciation cancereuse avec 
neovascularisation ; e’est I’erosion de ces nouveaux micro- 
vaisseaux qui est I’origine de I’apparition de sang dans les 
selles. Le plus souvent ce saignement est occulte, done on 
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ne le voit pas a I’oeil nu. Le test de depistage doit done etre 
plus sensible que I’examen visuel. Les premiers tests ont 
montre cette sensibilite; ils sont bases sur la mise en evi- 
dence d’hemoglobine dans les selles (test gai'ac Hemoccult® 
qui utilise les proprietes peroxydasiques de I’hemoglobine, 
reaction positive en presence de peroxyde d’hydrogene). 
Ce test n’est pas specifique du CCR car tout saignement 
dans le tube digestif, ainsi que la consommation recente de 
viandes rouges, positivent le test Hemoccult (actuellement 
le test Hemoccult II). II n’est neanmoins pas suffisamment 
sensible car I’adenome comme la tumeur peuvent ne pas 
saigner ou pas au moment du recueil des selles. II faut 
done realiser le test sur plusieurs jours de suite (trois 
generalement) pour limiter les faux-positifs et s’assurer 
d’un saignement chronique potentiellement d’origine colo- 
rectale; le gastro-enterologue s’assurera de I’absence de 
facteurs confondants. La specificite peut etre amelioree 
par la detection de I’hemoglobine humaine grace a des 
anticorps. Les tests immuno-chimiques par hemagglutina- 
tion (HemeSelect®), par Elisa (Feca EIA®), par agglutination 
de particules de latex (OC Hemodia®) ou par immunodif- 
fusion radiale (Detectacol®) sont plus sensibles que les 
tests au ga'fac, mais leur cout eleve limite leur utilisa- 
tion dans le depistage de masse. Toutefois, en France, 
le Plan Cancer 2009-1 3 a prevu de developper ces tests 
immunologiques sur I’ensemble du territoire. L’enjeu est 
de taille; depuis la mise en oeuvre du programme de 
depistage en 2003, plus de 13 500 CCR ont ete depis- 
tes, ainsi que plus de 54000adenomes dont 31 000cas a 
risque de transformation en CCR. Selon I’INCa, le taux 
de participation et la notoriete de ce depistage sont 
en forte progression: 90% des personnes interrogees en 
2009connaissaient I’existence d’un depistage du CCR, taux 
en nette progression par rapport a celui de la precedente 
enquete menee en 2005. Une nouvelle campagne menee 
par 1’INCa en debut d’annee 2012 (Mars Bleu 2012) a tente 
d’ameliorer la compliance au test de depistage, e’est-a- 
dire a faire mieux participer les plus de 50ans en levant 
le tabou de la recolte du prelevement fecal, geste juge 
comme genant par une part importante de cette popula- 
tion, d’ailleurs plus les hommes que les femmes (en 2011, 
moins d’une personne de plus de 50ans sur deux ayant 
recu une sollicitation a realiser ce test I’a fait effective- 
ment). 

Dans le cas ou le test est positif (2 a 3% des cas), 
une coloscopie doit etre realisee pour confirmer ou infir- 
mer la suspicion de lesion cancereuse. La coloscopie est 
le moyen le plus fiable pour diagnostiquer un polype ou 
un cancer; e’est I’examen de reference (go/d standard). 
II permet d’observer la muqueuse de I’anus jusqu’a la 
jonction ileo-colique et de faire des prelevements. Si I’on 
constate un polype, celui-ci sera enleve entierement, puis 
analyse en laboratoire d’anatomopathologie. La colosco- 
pie traditionnelle se fait sous anesthesie generale; elle 
tend a etre remplacee dans certaines indications par le 
coloscanner, realise sans anesthesie generale, mais neces- 
sitant une distension colique qui peut se faire avec un 
lavement a I’eau ou avec une insufflation de gaz carbo- 
nique. Un radiologue forme a cette technique peut atteindre 
un taux de detection des lesions significatives superieur a 
celui obtenu par coloscopie ; mais le coloscanner ne per- 
met pas la resection du polype. II a ete montre sur de 


grandes cohortes que, en commencant par le coloscanner, 
on pouvait reduire de 90% le nombre de coloscopies neces- 
saires. 

Ainsi, meme si le test Hemoccult ne detecte qu’un 
cancer sur deux, il reste interessant en termes de sante 
publique puisque ce depistage permet de reduire la mor- 
tality due au CCR de pres de 16%. Des nouveaux tests de 
depistage apparaissent; ils ne sont pas tous bases sur la 
detection du sang dans les selles. Certains tests mesurent 
un marqueur sanguin, ce qui pourrait non seulement ame- 
liorer la compliance au depistage, mais aussi diminuer la 
mortality par CCR en augmentant la sensibilite (moins de 
faux-negatifs) tout en diminuant le nombre de coloscopies 
inutiles, ameliorant la specificite (moins de faux-positifs) 
[1-6]. 

Epigenetique et tests de methylation de I’ADN 

La plupart de ces nouveaux tests detectent la methyla- 
tion de I’ADN circulant; ce sont des tests de genetique 
moleculaire. L’expression des genes peut etre regulee par 
ce qu’on appelle I’epigenetique ; il s’agit de modifications 
chimiques portant sur I’ADN ou les histones (methylation 
de I’ADN et des histones, acetylation des histones) acti- 
vant ou desactivant des genes gouvernant la biosynthese 
de proteines. Certains microARN et ARN non-codants inter- 
viennent aussi dans les regulations epigenetiques de la 
transcription. On s’interesse particulierement a la methy- 
lation de I’ADN car elle est stable, facile a mesurer et 
parce que son role dans le cancer est bien etabli, ainsi que 
dans les maladies auto-immunes comme la polyarthrite rhu- 
matoide et le lupus systemique. La methylation de I’ADN 
se fait sur des cytosines d’Tlots riches en GpC et situes 
dans les zones promotrices des genes; la formation de 
methyl-5 cytosine activera ou desactivera le gene hyper- 
methyle. Cette methylation particuliere est catalysee par 
des ADN-methyltransferases, dont la transcription est elle- 
meme regulee classiquement et par epigenetique. Dans le 
cancer, la methylation des genes va surtout inactiver des 
genes suppresseurs de tumeurs, comme p53et pi 6. Les 
alterations genetiques et epigenetiques s’installent progres- 
sivement au cours de la transformation tumoralemontrant 
une grande instability genetique et epigenetique des can- 
cers. Dans le CCR, il a ete montre que ces alterations 
etaient plus nombreuses dans les tumeurs au Stade IV que 
dans celles au Stade III, plus nombreuses dans le Stade 
III que dans le Stade II, mais aussi plus nombreuses dans 
le Stade II que dans le Stade I (adenomes), et meme 
plus nombreuses dans les adenomes que dans la muqueuse 
sans polype. Normalement, I’ADN du plasma (que I’on sait 
detecter depuis plus de dix ans) est peu methyle; dans 
le cancer, et en particulier dans le CCR, I’ADN plasma- 
tique est hypermethyle. Plusieurs tests diagnostiques ou 
utiles au depistage, ont ainsi ete developpes, comme la 
detection d’ADN-methyle dans les selles pour le depistage 
du CCR, la detection d’ADN-methyle dans les urines pour 
le depistage des cancers de la prostate et de la vessie 
ou encore dans le tampon Papvirus® utilise pour la detec- 
tion des cancers du col et de I’uterus (le meme tampon 
peut etre utilise pour la recherche d’ADN-methyle), ou 
encore dans le sang pour le diagnostic de leucemies ou de 
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diverses tumeurs solides, comme le «septin9DNA methyla- 
tion assay » pour la detection du CCR. L’hypermethylation de 
I’ADN est un caractere phenotypique dont la detection favo- 
riserait I’emergence d’une medecine personnalisee basee 
sur la mesure de nouveaux bio-marqueurs d’etats patholo- 
giques utilises unitairement ou en technologie multiplexe 
[7-9], 

Les septines et la septine 9 

La firme Epigenomics a introduit en 2009 un nouveau 
test, Epi Procolon® ou « septin9 assay » (test Septine 9), 
qui mesure I’hypermethylation du gene codant la septine 
9 («septin9DNA methylation assay ») [10]. Les septines 
sont des GTPases qui controlent la cytocinese; elles ont 
ete decouvertes chez la levure comme etant des ele- 
ments du cytosquelette localises dans I’anneau contractile : 
I’assemblage dynamique des filaments de septines vient 
former un «sablier» qui va se scinder en deux anneaux dis- 
tincts entre la cellule mere et le bourgeon. Cet anneau 
contractile est responsable de la septation entre cel- 
lule mere et bourgeon (reproduction non sexuee de la 
levure) [11], Les septines sont retrouvees dans I’ensemble 
du monde vivant, sauf peut-etre chez les plantes supe- 
rieures. Elles sont tres conservees entre les especes; on 
en connait maintenant au moins 13. Le domaine central 
est le meme pour toutes (il porte le site de liaison du 
GTP), mais les extremites N- et C-terminales sont beau- 
coup plus variables menant a des masses moleculaires 
allant de 30 a 65kDa pour le monomere. S’y ajoutent de 
nombreuses modifications post-traductionnelles, essentiel- 
lement des phosphorylations et des ubiquitinations [12]. Les 
septines sont classees en quatre groupesphilogeniques: le 
groupe de la septine 2 (septines 1, 2, 4et 5), le groupe 
de la septine 3 (septines 3, 9et 12), le groupe de la sep- 
tine 6 (septines 6, 8, 10, 1 1 et 14) et le groupe de la 
septine 7 (septine 7seule). Les monomeres de septines 
(Sept) s’arrangent en hetero-oligomeres qui peuvent etre 
des trimeres (par exemple dans (’association palindromique 
Sept7-Sept6-Sept2-Sept2-Sept6-Sept7) ou des tetrameres 
qui se combinent par substitution (par exemple Sept2-Sept6- 
Sept7-Sept9). Ces trimeres et tetrameres s’associent pour 
former des filaments et des anneaux [12—15]. Chez les 
mammiferes, les septines interviennent dans la division 
cellulaire par interaction avec les cytosquelettes d’actine 
et de microtubules, et semblent jouer un role important 
dans I’organisation des membranes et le trafic vesiculaire 
[12,16], 

Le gene codant la septine 9 (Sep9) peut etre trans- 
mit sous forme de sept variants (transcriptions alternatives 
et variations d’epissage d’introns), donnant des isoformes 
proteiques differentes par leurs extremites N- et/ou C- 
terminales (sur les 13 exons, les exons la 3et 12, 13 sont 
les plus variables) [13,17]. L’importance de la Sept 9en 
pathologie est grandissant; en infectiologie, on a mis en 
evidence son role dans I’internalisation des virus et des bac- 
teries intracellulaires (interactions hote/pathogene) [18]. 
Elle interviendrait dans la physiopathologie de maladies 
neuro-degeneratives comme la maladie d’Alzheimer [19]. 
Mais c’est en cancerologie que la sept 9semble la plus 
interessante ; la premiere mise en evidence fut dans la 


leucemie myeloide aigue en relation avec une translo- 
cation, puis des associations ont ete trouvees entre des 
tumeurs solides et des genes proches de celui de la Sept 
9 dans le chromosome 17q25 (dans I’espece humaine). Par 
exemple, des mutations du variant _v4de la Sept 9 ont 
ete decouvertes dans des tumeurs de I’ovaire, alors qu’on 
ne les retrouvait pas dans le tissu sain [20]. Le variant 
_v1 etait surexprime dans des cellules MCF7 (cancer du 
sein) resistantes aux chimiotherapies; cette surexpres- 
sion modifierait la dynamique des microtubules menant 
a des mitoses anormales et a (’alteration de I’apoptose 
[21]. Dans des tumeurs de la prostate, la surexpres- 
sion du variant _v4de la Sept 9stabiliserait le facteur 
de transcription HIF-1a relie a I’hypoxie, ce qui favori- 
serait la croissance tumorale et I’angiogenese [22]. La 
methylation du promoteur du gene sept 9s’accompagnait 
d’une diminution de la transcription du variant _v2dans 
des tumeurs colorectales et d’autres tumeurs solides de 
la tete, du cou, de I’ovaire et du sein [23]. Le variant 
_v3a aussi ete incrimine dans le cancer du sein [24]. 
Dans la lignee tumorale colique HT-29, Toth a montre 
que I’hypermethylation du gene Sept 9s’accompagnait 
d’une diminution d’expression du variant _v1 jugee en ARN 
messager et en proteine, effets inhibes par I’ajout de 
demethylases [25]. 

Le test Septine 9 dans le depistage du cancer 
colorectal 

En 2008, paraTt une premiere publication du groupe de 
recherche d’Epigenomics a Seattle aux Etats-Unis: par 
I’emploi d’un microarrays de 56ADN-methyles candidats, 
Lofton-Day et al. ont decouvert I’hypermethylation des 
genes TMEFF2, NGFR et Sept 9dans des tumeurs coliques; 
TMEFF2est une proteine transmembranaire a domaine 
«EGFR like » (ressemblant au recepteur de l ’ Epidermal 
Growth Factor [EGF] ), et NGFR est le recepteur au 
Nerve Growth Factor. Cette premiere etude a ete rea- 
lisee sur une petite cohorte de patients porteurs de 
CCR [26], Grutzmann et al., a Dresde en Allemagne, ont 
eprouve le «septin9DNA methylation assay » (Epi Procolon® 
d’Epigenomics) comme nouveau bio-marqueur du CCR; ils 
ont montre I’hypermethylation du gene Sept 9 (mesuree sur 
I’ADN plasmatique) dans 48% des CCR et seulement 7% des 
temoins sains dans une premiere cohorte experimentale for- 
mee de 252 CCR et 102 temoins. Dans une seconde cohorte, 
dite de validation, formee de 126 CCR, 183 temoins, 168 
« polypes » non cancereux et 411 autres maladies du colon, 
ils ont confirme ces premiers resultats en montrant une 
sensibilite de 72% et une specificite de 90% pour ce test 
de detection du CCR [10]. Ces auteurs ont aussi demon- 
tre une correlation entre la teneur en ADN hypermethyle 
et le stade evolutif; 62% des CCR aux Stades I/ll etaient 
detectes, dont des tumeurs asymptomatiques et indepen- 
damment de la localisation dans le colon transverse, le 
sigmoide ou le rectum. La limite de detection etait supe- 
rieure a 1 cm pour les polypes avec, a ce seuil, seulement 
20% de detection. Ainsi les petits polypes cancereux, cer- 
tainement peu vascularises, ne sont pas detectes, mais la 
sensibilite augmente avec la taille des polypes. En 2009, 
ce test est apparu sur le marche americain. II s’agit d’une 
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Figure 1 Schema recapitulant les differentes etapes du test Septine 9, de I’extraction de I’ADN du plasma (patient atteint d’un 
cancer colorectal a gauche versus un individu sain servant de temoin a droite) a la detection de la PCR specifique des methyles 
(CH3) et du variant _v1 du gene de la septine 9 (selon Epi Procolon-Septin9 DNA Methylation Assay®) [10,26]. 


PCR quantitative; en quelques mots, il faut extraire I’ADN 
a partie d’un prelevement sanguin effectue au pli du coude 
sur un tube EDTA de 10mL; le plasma est separe par cen- 
trifugation puis eclairci par une deuxieme centrifugation. 
La deuxieme etape consiste a convertir par le bisulfite les 
cytosines en uraciles ; les cytosines methylees des llots CpG 
ne sont pas converties. La troisieme etape est une PCR 
specifique des cytosines methylees du promoteur du gene 
que I’on veut amplifier, ici la sequence exonique codant 
le variant _v1 de la Sept 9; seul I’ADN-methyle sera ampli- 
fie par liaison de la sonde specifique ; pour s’en assurer, une 
sonde bloquante empeche I’ADN reactif au bisulfite (ura- 
ciles formees) de fixer la sonde d’amplification (Fig. 1). 
Le test Septine 9 a ete ensuite optimise dans toutes ses 
etapes: purification de I’ADN sur microbilles magnetiques 
separees par ultracentrifugation, bisulfite dissout en sol- 
vant « scavenger » de radicaux fibres augmentant le taux de 
conversion en favorisant la desulfonation, diminution des 
volumes, PCR quantitative en plaques 96 puits et technolo- 
gic FRET (fluorescence) menant a des analyses a haut debit 
interessantes pour le depistage de masse [27]. La sensibi- 
lite analytique est de trois copies d’ADN par millilitre; la 
linearite est estimee par dilution d’echantillons tres positifs 
et de standards. Globalement, la sensibilite reste vers 70% 
avec une specificite a plus de 93%. II a ensuite ete propose 
d’associer la Sept 9 a d’autres marqueurs candidats du CCR 
pour une analyse multiplexe d’ADN-methyles, par exemple 
avec TMEFF2 et ALX4 (un gene homeobox interagissant avec 


un activateur lymphoYde et dont le produit est un facteur de 
transcription controlant le developpement osseux). La sen- 
sibilite est amelioree (atteignant 87%) avec une specificite 
qui reste bonne (vers 90%) [28]. II a ete montre que ce test 
multiplexe non invasif peut etre utilise a grande echelle pour 
une detection precoce du CCR. 


Autres nouveaux tests de depistage du cancer 
colorectal 

L’ADN-methyle peut aussi etre detecte dans les selles (Stool 
DNA testing); plusieurs configurations d’analyses multi- 
plexes ont ete proposees [29—32], et eprouvees contre le 
test Septine 9 [33]. En particulier, Ahlquist et al. ont recem- 
ment montre qu’un multiplexe (multimarker test for stool 
DNA) alliant des mutations ADN (mutant du gene KRAS) et 
des methylations des genes BMP3, NDRG4, vimentine et 
TFPI2, plus le gene (3-actine et la mesure de I’hemoglobine 
fecale, atteignait une sensibilite de 85 % avec une specificite 
de 90% pour la detection du CCR, et avec une sensibilite qui 
augmentait avec la taille de I’adenome [32]. Cette meme 
equipe a ensuite compare ce multiplexe au test Septine 
9montrant la superiorite du multiplexe en termes de sen- 
sibilite [33]. De nombreuses revues font regulierement le 
point sur les performances comparees des tests sanguins 
(done non-fecaux) entre eux ou avec les tests fecaux [34,35] . 
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Conclusion 

L’interet pour les septines en general, et pour la sep- 
tine 9en particulier, va croissant depuis la decouverte 
d’une forte relation positive entre I’hypermethylation de 
I’ADN Sep9 plasmatique et le developpement du cancer 
colorectal. Le test Septine 9est assez sensible pour detec- 
ter des tumeurs de moins d’un cm; les faux-positifs sont 
tres peu nombreux (moins de 10%), ce qui devrait mener a 
diminuer le nombre de coloscopies inutiles. II reste a savoir 
si ce test peut etre adapte a un depistage de masse, seul ou 
en association a d’autres tests, epigenetiques ou non. Des 
recherches sont aussi menees dans d’autres types de cancers 
(sein, ovaire, prostate et vessie surtout), et parfois avec 
d’autres septines [36]. Ces nouveaux tests plasmatiques 
devraient ameliorer la compliance puisqu’ils ne necessitent 
pas de recueil de matieres fecales. En revanche, ils ne sont 
pas forcement plus sensibles que les nouveaux tests fecaux, 
epigenetiques, immunologiques ou autres, tels que I’etude 
des selles par resonance magnetique nucleaire qui serait 
la plus sensible. Beaucoup de travaux doivent encore etre 
menes pour connaitre I’impact du depistage par epigene- 
tique, qu’il soit plasmatique ou fecal. 

Declaration d’interets 

L’auteur declare ne pas avoir de conflits d’interets en rela- 
tion avec cet article. 
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Summary In 2010, French legislation for the diagnosis of the infection with the human immu- 
nodeficiency virus (HIV) has changed with the publication of two decrees in May and November. 
Simple rapid tests for diagnosis orientation (SRTs) can now be used in a context of emergency 
but also for the purpose of expanding the offer of screening outside of a laboratory of medi- 
cal biology (establishment and health services, medical office of city structure prevention or 
associative). The main advantages of HIV SRTs are: implementation on the ground closer to 
people, speed, simplicity of use, storage at room temperature, HIV-1 /HIV-2 differentiation for 
some. However, they have a number of disadvantages: analytical performance (sensitivity and 
specificity) lower than those obtained using Elisa combined tests, subjectivity of reading, lack 
of traceability, HIV screening only, variability of production controls and distribution, high cost. 
The objectives of this review are to present the legislative framework for the use of HIV SRTs 
in France, their performance, advantages and disadvantages. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Resume En 2010, la legislation francaise du diagnostic de I’infection par le virus de 
I’immunodeficience humaine a change avec la parution des arretes des 28mai et 9novembre. 
Les tests rapides d’orientation diagnostique (TROD) peuvent desormais etre utilises lors de 
contexte d’urgence mais egalement dans un but d’elargissement de I’offre de depistage 
en dehors d’un laboratoire d’analyse (etablissement et services de sante, cabinet medical 
de ville, structure de prevention ou associative). Les principaux avantages des TROD VIH 
sont : realisation sur le terrain au plus pres des personnes, rapidite, simplicity, stockage a 
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0923-2532/$ - see front matter © 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 
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temperature ambiante, differenciation VIH-1/VIH-2pour certains. Cependant, ils ont un cer- 
tain nombre d’inconvenients : performances analytiques (sensibilite et specificite) inferieures a 
celles des tests Elisa combines, subjectivite de lecture, manque de tracabilite, exploration du 
VIH uniquement, controles de production et distribution variables et cout eleve. Les objectifs 
de cette revue sont de presenter le cadre legislatif de I’utilisation des TROD VIH en France, 
leurs performances, avantages et inconvenients. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Introduction 

Jusqu’en 2010, le depistage de I’infection par le virus de 
I’immunodeficience humaine, se faisait dans un laboratoire 
de biologie medicale par la recherche d’anticorps anti-VIH- 
1 et VIH-2dans le serum ou le plasma a I’aide de deux 
reactifs differents revetus du marquage CE, dont au moins 
un reactif utilisant une technique Elisa mixte (enzyme- 
linked immunosorbent assay ) (arrete 28avril 2003) [1], 
Aucun cadre legislatif n’etait prevu pour les tests rapides 
d’orientation diagnostique (TROD). 

L’ evolution de I’epidemiologie de Tinfection a VIH en 
France, de sa prise en charge, et des methodes disponibles 
pour en faire le depistage ont conduit les autorites de sante 
a mener une reflexion dans le cadre de la Haute Autorite de 
sante (HAS) sur les strategies et les dispositifs de depistage 
de I’infection par le VIH. En effet, le nombre de sujets por- 
teurs du VIH en France, estime a environ 150000, ne cesse 
de croitre avec pres de 7000 a 8000 nouvelles contaminations 
par an [2]. Certains groupes de personnes, notamment les 
hommes ayant des rapports sexuels avec d’autres hommes 
(HSH) sont particulierement touches et representent en 
2010 environ 40% des diagnostics avec une augmentation 
surtout chez les moins de 25ans [3], Les nouveaux diag- 
nostics en 2010concernaient pour 36% des patients au 
stade precoce de I’infection (taux de lymphocytes T CD4+ 
[LTCD4+] > 500/mm 3 sans Sida) maisegalementpour30%des 
patients a un stade tres tardif (LTCD4+<200/mm 3 ou stade 
Sida) [3], Parailleurs, 40000 a 50000 personnes ignoreraient 
leur infection, ne pouvant ainsi pas beneficier d’une prise en 
charge precoce qui a ete clairement associee a une augmen- 
tation de la duree de vie, sans complication du Sida, avec 
les co-morbidites liees a I’age [4-6]. 

Face a ces donnees alarmistes, les autorites de sante ont 
publie deux arretes fixant les conditions du diagnostic biolo- 
gique de I’infection a VIH [7], d’une part, et de la realisation 
de tests rapides d’orientation diagnostique [8], d’autre part, 
ainsi qu’un Plan national de lutte contre le VIH/Sida et les 
infections sexuellement transmissibles (1ST) 2010a 2014 [6]. 
Le but etait de proposer de nouvelles strategies afin d’elargir 
I’offre de depistage, en particulier par les medecins genera- 
listes et par des associatifs, afin d’aller vers des populations 
qui n’avaient pas recours aux structures classiques de depis- 
tage. Dans ce cadre, les TROD sont des outils utiles par leur 
facilite d’utilisation et leur rapidite de realisation, et plu- 
sieurs etudes ont ete realisees pour evaluer la faisabilite 
d’une telle demarche [9]. 

Les objectifs de cette revue sont de presenter le cadre 
legislatif de I’utilisation des TROD VIH en France, leurs 
performances, avantages et inconvenients. Nous limiterons 


notre propos aux trousses ayant le marquage CE et pouvant, 
en consequence, etre commercialisees dans I’ensemble des 
pays de I’Union europeenne. 

Definition des tests rapides d’orientation 
diagnostique 

Le journal officiel (JO) de I’Union europeenne 
(2009/108/CE) L 39/34 lOfevrier 2009 [10] portant sur les 
specifications techniques communes des dispositifs medi- 
caux de diagnostic in vitro definit les tests rapides comme 
suit: «on entend par "test rapide’’ les dispositifs medicaux 
de diagnostic in vitro qualitatif ou semi-quantitatif, utilises 
separement ou pour une serie limitee, faisant appel a des 
procedures non automatisees et concus pour donner un 
resultat rapide ». 

Dans I’arrete du 28mai 2010paru au JO de la Republique 
francaise du 9 juin 2010, le test rapide est defini comme un 
« reactif a lecture subjective » [7]. 

Cadre legislatif de [’utilisation des tests 
rapides d’orientation diagnostique VIH en 
France 

L’utilisation des TROD VIH en France est soumise a une 
legislation precise dont les fondements ont ete poses en 
2010 avec les arretes des 28mai et 9novembre [7,8]. 

Arrete du 28 mai 20 10 fixant les conditions de 
realisation du diagnostic biologique de 
I’infection a virus de I’immunodeficience 
humaine (VIH- 1 et 2) et les conditions de 
realisation du test rapide d’orientation 
diagnostique dans les situations d’urgence [7] 

Selon I’article 1, dans un laboratoire de biologie medicale, 
le diagnostic de Tinfection a VIH se fait sur serum ou plasma 
«au moyen d’un reactif, revetu du marquage CE, utilisant 
une technique Elisa a lecture objective de detection combi- 
nee des anticorps anti-VIH-1 et 2et de I’antigene p24du 
VIH-1 avec un seuil minimal de detection de I’antigene 
p24du VIH-1 de deux unites internationales par millilitre. 

En cas de resultat positif, une analyse de confirmation 
par western blot ou immunoblot est realisee a I’initiative 
du biologiste medical sur le meme echantillon sanguin et 
permet de differencier une infection a VIH-1 ou a VIH-2. 
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Tableau 1 Situationsd’urgencepouvantjustifierlerecours 
a un test rapide d’orientation diagnostique de I’infection a 
VIH-1 et 2 [7], 

Accident d’exposition au sang : le test rapide d’orientation 
diagnostique est propose a la personne« source » 

Accident d’exposition sexuelle: ce test est propose aux 
partenaires 

Au cours d’un accouchement : ce test est propose a la 
femme enceinte de statut serologique inconnu ou ayant 
ete exposee depuis le dernier depistage a un risque de 
transmission du VIH 

Urgence diagnostique d’une pathologie aigue evocatrice du 
stade Sida 


Si le resultat de I’analyse de confirmation est negatif ou 
douteux, le biologiste medical effectue a son initiative sur 
le meme echantillon sanguin une detection de I’antigene 
p24du VIH-1, avec un reactif, revetu du marquage CE, ayant 
un seuil minimal de detection de I’antigene p24du VIH-1 de 
deux unites internationales par millilitre, confirmee par un 
test de neutralisation en cas de positivite. Lorsqu’il en a la 
possibility, le biologiste medical peut realiser a la place de 
cette detection, une recherche d’ARN viral plasmatique du 
VIH-1. 

La presence des anticorps anti-VIH-1 et 2 ou de I’antigene 
p24du VIH-1 chez un individu n’est validee qu’apres realisa- 
tion d’un diagnostic biologique dans les conditions decrites 
au premier alinea sur un echantillon sanguin issu d’un second 
prelevement au moyen d’un reactif, revetu du marquage CE, 
identique ou different ». 

L’article 2 precise les conditions d’utilisation des TROD 
VIH comme suit :« Dans les situations d’urgence prevues 
en annexe I du present arrete et dans I’impossibilite de 
realiser un diagnostic biologique de I’infection a VIH-1 et 
2mentionne au premier alinea de I’article 1 er dans des 
delais compatibles avec la prise en charge de ces situations 
d’urgence, un test rapide d’orientation diagnostique detec- 
tant I’infection a VIH-1 et 2 peut etre pratique sur sang total, 
serum ou plasma, au moyen d’un reactif a lecture subjec- 
tive, revetu du marquage CE, en vue d’une prise en charge 
medicale adaptee. ». 

Quatre situations d’urgence ont ete retenues pour la 
realisation de TROD VIH (Tableau 1). Le test peut etre 
realise par un medecin exercant en cabinet, un medecin, 
un biologiste medical, une sage-femme exercant dans un 
etablissement ou un service de sante, un infirmier ou un 
technicien de laboratoire exercant dans un etablissement 
ou un service de sante, sous la responsabilite d’un medecin 
ou d’un biologiste medical. C’est le directeur de I’organisme 
qui designe les personnels autorises a realiser ces tests. 

Dans ce cadre, les professionnels de sante seront tenus de 
mettre en place une procedure qualite formalisee dans un 
document ecrit. Les principaux elements sont decrits dans 
le Tableau 2. 

Le patient sera informe du resultat du TROD et, que 
celui-ci soit negatif ou positif, un diagnostic biologique sera 
realise sur un prelevement different de celui ayant servi au 
TROD, selon les conditions decrites a I’article 1 de I’arrete 
(Elisa combined: test de confirmation). 


Tableau 2 Principaux points developpes dans la pro- 
cedure d’assurance qualite pour la realisation de tests 
rapides d’orientation diagnostique VIH par un medecin 
exercant en cabinet, un medecin, un biologiste medical, une 
sage-femme, un infirmier ou un technicien de laboratoire 
exercant en cabinet (medecin) ou dans un etablissement ou 
un service de sante [7]. 

La formation accomplie pour pratiquer le test rapide 
d’orientation diagnostique, I’interpreter et en remettre 
le resultat 

Les recommandations du fabricant du test rapide 
d’orientation diagnostique pour son utilisation 
Les modalites de la tracabilite des tests utilises et de leurs 
resultats 

Les modalites de la communication du resultat du test 
rapide d’orientation diagnostique au patient 
Le ou les laboratoires de biologie medicale identifies pour 
la realisation du diagnostic biologique de I’infection a 
VIH-1 et 2mentionne a I’article 1 er 
Les modalites de la prise en charge du patient en cas de 
positivite du test rapide d’orientation diagnostique 


Dans ce premier arrete, I’utilisation des TROD revet done 
un caractere tout a fait exceptionnel, reserve aux contextes 
d’urgence. 

Arrete du 9novembre 2010fixant les 
conditions de realisation des tests rapides 
d’orientation diagnostique de 1’infection a 
virus de I’immunodeficience humaine 
(VIH-1 et 2) [8]. 

L’arrete du 9novembre 2010reprend les situations 
d’urgence enoncees dans celui du 28mai 2010 et elar- 
git I’utilisation des TROD VIH a des situations ne necessitant 
pas de depistage en urgence pour «toute personne, dans 
son interet et pour son seul benefice, apres I’avoir informee 
et avoir recueilli son consentement libre et eclaire». Ce 
test pourra etre realise comme precedemment par un 
medecin exercant en cabinet, un medecin, un biologiste 
medical, une sage-femme exercant dans un etablissement 
ou un service de sante, un infirmier ou un technicien de 
laboratoire exercant dans un etablissement ou un service 
de sante, sous la responsabilite d’un medecin ou d’un 
biologiste medical, mais egalement par «un medecin, 
un biologiste medical, une sage-femme ou un infirmier 
intervenant dans une structure de prevention ou une 
structure associative impliquee en matiere de prevention 
sanitaire» et «un salarie ou un benevole, non professionnel 
de sante, intervenant dans une structure de prevention 
ou une structure associative ». Toute structure souhaitant 
mettre en place ce dispositif devra conclure une conven- 
tion d’habilitation avec le directeur general de I’agence 
regionale de sante territorialement competente. Celle-ci 
comprendra un cahier des charges dont les principaux points 
sont presentes dans le Tableau 3 et sera valide durant trois 
ans. Si la mise en oeuvre de cette offre de depistage ne se 
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Tableau 3 Elements du cahier des charges relatif a 
I’habilitation des structures de prevention ou associa- 
tives impliquees en matiere de prevention sanitaire pour 
I’utilisation des tests rapides d’orientation diagnostique VIH 
[ 8 ]. 

Objectifs de I’offre de depistage par tests rapides 
d’orientation diagnostique de I’infection a VIH- 1 et 2 
Publics concernes 

Structures pouvant etre habilitees par voie conventionnelle 
par I’agence regionale de sante (ARS) 

Personnel exercant ou intervenant dans ces structures 
(personnes salariees ou les personnes benevoles ayant 
suivi la formation a I’utilisation de ces tests rapides et 
disposant de I’attestation de suivi de cette formation) 
Locaux et lieux d’intervention 
Recommandations de bonnes pratiques 
Confidentialite 

Regies d’utilisation des reactifs servant au test rapide 
d’orientation diagnostique de I’infection a VIH 
Articulation avec le reseau de prise en charge 
Regies d’hygiene et d’elimination des dechets 
Procedure d ’assurance qualite 

Evaluation de I’activite de realisation des tests rapides 
d’orientation diagnostique de I’infection a VIH-1 et 2 par 
la structure 


fait pas dans I’annee suivant la signature de la convention, 
celle-ci devient caduque. 

Les objectifs de cet arrete sont en ligne avec ceux du 
plan national de lutte contre le VIH/Sida et les 1ST 2010 a 
201 4 pour un renforcement et un elargissement de I’offre 
de depistage de I’infection a VIH [6]. 

Principe technologique des TROD VIH 

Les TROD VIH ayant le marquage CE detectent les anticorps 
anti-VIH-1 et VIH-2 (Tableau 4). Seule la trousse Determine™ 
HIV-1 /2Ag/Ac Combo detecte egalement I’antigene p24de 
facon simultanee et differenciee dans une seconde fenetre 
de lecture. Pour la detection des anticorps, des proteines 
recombinantes ou des peptides de synthese derives de pro- 
teines de VIH-1 (gp41, gp120ou p24) et de VIH-2 (gp36) 
sont utilises preferentiellement. Parfois, des peptides speci- 
fiques du VIH-1 groupe 0 (VIH-1 0) sont ajoutes pour gagner 
en sensibilite de detection pour les souches de ce groupe 
antigeniquement assez eloignees de celles du groupe M 
du VIH-1. Certaines trousses permettent la discrimination 
entre une infection par du VIH-1 et cede par du VIH-2. 
Cependant, la capacite de differenciation est tres variable 
selon les tests. Pour la grande majorite des trousses, c’est 
I’immunochromatographie avec flux lateral qui est la tech- 
nologie de choix. Le resultat est obtenu rapidement, de cinq 
a 35 minutes. 

Les premiers TROD etaient destines a une utilisation 
sur serum ou plasma, ce qui apportait une contrainte 
importante en termes de praticabilite car ils necessi- 
taient une ponction de sang veineux et une centrifugation 
de I’echantidon preleve. Grace aux evolutions technolo- 
giques, les fabricants ont developpe de nouvedes trousses 


fonctionnant sur d’autres matrices tels le sang total capil- 
laire, la salive (fluide oral) ou les urines. Comme nous le 
verrons plus loin, les performances sont alors inferieures. En 
France, seuls le serum, le plasma ou le sang total peuvent 
etre utilises, et aucun test urinaire n’a obtenu, a ce jour, de 
marquage CE. 

Performances des TROD VIH 

Afin de mieux comprendre quelles sont les limites des 
TROD, quelques rappels sur devolution des marqueurs viro- 
logiques au cours de I’histoire naturelle de I’infection a 
VIH sont necessaires. Apres penetration dans I’organisme, 
le VIH-1 infecte les premieres cellules cibles presentes sur 
le lieu d’entree (cellules presentatrices d’antigene) au bout 
d’environ quatre heures et s’y multiplie. II gagne ensuite 
les ganglions lymphatiques locaux ou il infecte les LTCD4+ 
apres deux jours. Le virus va alors diffuser dans I’organisme 
par voies lymphatique et sanguine. Cette primo-infection 
s’accompagne de la multiplication exponentielle du virus 
contre lequel I’organisme est immunitairement naff et que 
I’on peut visualiser par la mesure de la charge virale (Fig. 1 ). 
Apres une fenetre virologique d’une semaine environ apres 
la contamination durant laquelle aucun marqueur virolo- 
gique ne peut etre mis en evidence dans le sang, on pourra 
observer un pic de charge virale s’elevant parfois a plusieurs 
millions de copies de genome viral par millilitre de plasma. A 
deux semaines environ postcontamination, I’antigene p24, 
proteine de capside, pourra etre mis en evidence dans le 
serum. Sa presence sera fugace. Ce n’est qu’au bout de trois 
semaines, duree de la fenetre serologique, que I’on pourra 
detecter des anticorps anti-VIH-1 dans le serum. Comme 
nous I’avons vu, la specificite d’un test de depistage positif 
doit etre confirmee par un test de confirmation selon des cri- 
teres de positivite precis qui ne seront presents qu’a partir 
de quatre semaines postcontamination. 

Jusqu’a la parution des arretes sur le diagnostic en 2010, 
les outils du depistage VIH en France comprenaient les 
tests Elisa mixtes detectant les anticorps anti-VIH-1 et VIH- 
2, les trousses Elisa combinees detectant I’antigene p24et 
les anticorps anti-VIH-1 et VIH-2, et les TROD detectant les 
anticorps anti-VIH-1 et VIH-2 (TROD anticorps). Au-dela de 
la legislation en vigueur a cette periode, beaucoup de bio- 
logistes avaient choisi de faire le depistage avec un test 
Elisa mixte couple a un test Elisa combine afin d’accroitre 
la sensibilite pour les sujets qui auraient ete dans la fenetre 
serologique. Costagliola et al. ont publie en 2008 les resul- 
tats d’une etude indiquant le benefice de la realisation d’un 
seul test Elisa combine par rapport a deux tests I’un mixte et 
I’autre combine [11]. Les autorites de sante sont allees dans 
ce sens avec le passage de deux tests a un pour le depistage. 

Depuis 2010, seuls les trousses Elisa combine et les TROD 
peuvent etre utilises pour le depistage. Cependant, il est 
important d’avoir a I’esprit que des differences impor- 
tantes en termes de performances existent, d’une part, 
entre les differentes categories de trousses, et, d’autre 
part, a I’interieur de chaque categorie. Sur la Fig. 1 
est presentee la chronologie de positivite des differents 
types de tests de depistage lors de la primo-infection 
par du VIH-1, ce qui permet de visualiser le benefice de 
I’utilisation des trousses combinees dans ce cadre et le 


Tableau 4 Caracteristiques des trousses rapides d’orientation diagnostique commercialisees en France. 




Trousse 

Fabricant/Distributeur 

Principe 

Antigenes utilises 

Matrice 

Lecture apres (minutes) 

Core™ HIV-1&2 

Core Diagnostics 

Flux lateral 

Gp41 a , p24 a combinee a 

VIH-1 O b , gp36 a 

s, 

P, ST 

Min 15 - max 30 

Determine™ HIV-1 /2 

Alere 

Flux lateral 

Non precise sur la notice 

S, 

P, ST 

Min 15 - max 60 

Determine™ HIV-1 /2 

Alere 

Flux lateral 

Non precise sur la notice 

S, 

P, ST 

Min 15 - max 30 

Ag/Ac Combo 

Genie™ Fast HIV-1 /2 

Biorad Laboratories 

Flux lateral 

Gp120 a , gp41 a , gp36 a 

S, 

P, ST 

Min 10 - max 30 

ImmunoComb® HIV-1&2 
BiSpot 

Alere 

EIA phase solide, 
differenciation 1/2 

Gp120 b , gp41 b , gp36 b 

S, 

P 

Immediate apres 
realisation du test (35) 

Immunoflow HIV-1 /HIV-2 

Core Diagnostics / Fumouze 

Flux lateral, differenciation 
1/2 

Gp120, gp41, VIH-1 O b , 
gp36 b 

S 


Min 15 - max 30 

INSTI™ HIV-1 /HIV-2 
Antibody Test 

Biolytical/Nephrotek 

Immunofiltration 

Gp41 a , gp36 a 

s, 

P, ST 

Immediate apres 
realisation du test (5) 

OraQuick ADVANCE® 

Rapid HIV-1/2 

Orasure/Meridian 

Bioscience europe 

Flux lateral 

Gp41 a , gp36 a 

s, 

P, ST 

Min 20 - max 40 

Antibody Test 

Retrocheck® HIV 

Qualpro Diagnostics / 

All.diag 

Flux lateral 

Gp41 a , p24 a combinee a 

VIH-1 O b , gp36 a 

s, 

P, ST 

Min 15 - max 30 

RetroScreen® HIV 

Qualpro Diagnostics / 

All.diag 

Flux lateral, differenciation 
1/2 

Gp120, gp41 , VIH-1 O b , 
gp36 b 

s 


Min 15 - max 30 

SD Bioline HIV-1 /2 3.0 

Alere 

Flux lateral, differenciation 
1/2 

Flux lateral 

Gp41 a , p24 a , gp36 a 

s, 

P, ST 

Min 5 - max 20 

VIKIA™ HIV-1 /2 

Biomerieux 

Gp41 b , VIH-1 MetO, gp36 b 

s, 

P, ST 

30 si negatif, avant si 
positif 


S: serum; P: plasma; ST: sang total; EIA: enzyme immunosorbent assay. 
a Proteines recombinantes. 
b Peptides de synthese. 
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Figure 1 Evolution de marqueurs virologiques au cours de la primo-infection par du VIH-1 , en I’absence de traitement antiretro- 
viral, et chronologie de positivite des tests de depistage. 


manque de sensibilite evidente des TROD anticorps. Pour 
illustrer cela, je m’appuyerai en premier lieu sur une 
etude que nous avons realisee dans le laboratoire entre le 
1 er juillet 2006 et le 9avril 2008. Sur cette periode, nous 
avons analyse 1 288 serums a I’aide des trousses Determine™ 
HIV-1 /2 (Alere, TROD), Genscreen® Ultra HIV Ag/Ab (Labo- 
ratoires Biorad, Elisa combine) et HIV-1 /2 Ag/Ab Architect® 
combo (Laboratoires ABBOTT, Elisa combine). Trente-huit 
serums provenaient de sujets infectes (2,95% des analy- 
ses) dont quatre en primo-infection (10,5% des infectes et 
0,3% des analyses). Le test Determine™ HIV-1 /2 a detecte 
37infections sur 38, soit une sensibilite de 97,37% par rap- 
port aux Elisa combines qui etaient tous deux positifs. Le 
serum trouve negatif en Determine™ HIV-1 /2 provenait d’un 
patient en primo-infection VIH-1 . 

Laforgerie et al. [12] ont publie, en 2010, une etude 
dans laquelle ils ont analyse la sensibilite de huit TROD 
anticorps sur des panels commerciaux de plasmas de sero- 
conversion, et sur des echantillons seriques de 94 sujets 
infectes par du VIH-1 de differents groupes (VIH-1 groupes 
M et O) et sous-types pour le VIH-1 groupe M (B, non-B et 
formes recombinantes circulantes) et du VIH-2, au stade 
chronique de I’infection. Un resultat negatif a ete obtenu 
avec un certain nombre de trousses dont Determine™ 
HIV-1/2, DoubleCheck™ II HIV-1 Et2, ImmunoComb® HIV- 
1&2 BiSpot, INSTI™ HIV-1 /HIV-2 Antibody Test, et VIKIA™ 
HIV- 1/2. De meme, Patel et al. [13] ont analyse la sensibi- 
lite des TROD Multispot HIV-1 /HIV-2, Clearview Complete®, 
Clearview HIV-1 /2Statpak® et Unigold Recombigen® dis- 
tribues aux Etats-Unis, ainsi qu’Oraquick Advanced Rapid 
HiV-1/2® Antibody Test et Determine™ HIV Ag/Ac Combo 
egalement marques CE, sur des plasmas positifs pour la 
detection de I’ARN du VIH-1 provenant de sujets en primo- 
infection. Les trousses Genetic System HIV-1 /2 + 0® (Elisa 
mixte) et Architect HIV Ag/Ab Combo® (Elisa combine) 
etaient testees en parallele. Les meilleures sensibilites ont 
ete obtenues a I’aide des trousses combinees Architect HIV 
Ag/Ab Combo® (87,8%) et Determine™ HIV Ag/Ac Combo 
(75,8%). Les trousses detectant uniquement les anticorps 


avaient des resultats tres mediocres entre 21,9% (Oraquick 
Advanced Rapid HIV-1 /2® Antibody Test) et 33,3 % (Multispot 
HIV-1 /HIV-2) pour les TROD et de 57,5% pour Genetic System 
HIV-1 /2 + 0®. 

La sensibilite de detection de I’antigene p24de la trousse 
Determine™ HIV Ag/Ac Combo a ete analysee par rap- 
port a la trousse Vironostika HIV-1 antigene Elisa et a 
la mesure de la charge virale par Kilembe et al. [14]. 
Parmi 34 echantillons plasmatiques contenant entre 6,2 et 
7,2 LoglOcopies/mL (mediane = 6,8) d’ARN genomique de 
VIH-1, et positifs pour la detection de I’antigene p24avec 
la trousse Vironostika HIV-1 antigene Elisa, Determine™ HIV 
Ag/Ac Combo etait negatif pour la detection de I’antigene 
p24et des anticorps anti-VIH-1/2pour 26, positif pour 
I’antigene p24 uniquement pour un et positif pour les anti- 
corps anti-VIH-1 /2 pour sept. Vingt-neuf des 34 echantillons 
provenaient de sujets infectes par du VIH-1 sous-type C. 
Les resultats obtenus par Rosenberg et al. ont confirme 
le manque de sensibilite de ce test pour la detection de 
I’antigene p24 [15]. 

Ces resultats indiquent clairement les limites de per- 
formances de la detection d’une primo-infection par du 
VIH-1 par un TROD meme combine. Or, la capacite des 
trousses a mettre en evidence une infection recente est tres 
importante car, un patient a ce stade de I’infection a 26fois 
plus de risques de contaminer un partenaire que s’il est au 
stade chronique de I’infection [4]. 

Au-dela de la problematique du depistage VIH chez un 
sujet en primo-infection, les TROD ont une sensibilite dimi- 
nuee pour la detection des anticorps diriges contre certaines 
souches de VIH-1 groupe O alors meme que les patients sont 
au stade chronique de I’infection. Ainsi, en 2008, nous avons 
etudie la reactivite de cinq TROD sur 12 serums de sujets 
infectes par du VIH-1 O au stade chronique de I’infection 
[16]. Les trousses Determine™ HIV-1/2, ImmunoComb® 
HIV-1 6t2 BiSpot et SD Bioline HIV-1/2 3.0 etaient toujours 
positives mais avec une intensite de reaction a la limite de la 
visibility pour certains echantillons (de un a quatre selon la 
trousse consideree). En revanche, les trousses Immunoflow 
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HIV-1 /HIV-2 et Retrocheck® ont manque la detection pour un 
et trois echantillons, respectivement. 

La specificite des TROD est egalement plus faible que 
celle observee avec les trousses Elisa mixtes ou combinees. 
Dans T etude menee au laboratoire, la specificite etait de 
98,80% pour Determine™ HIV-1 /2, 99,67% pour Genscreen 
Ultra HIV Ag/Ab et 99,64% pour HIV-1 /2Ag/Ab Architect® 
combo. 

La plupart des trousses developpees recemment peuvent 
etre utilisees sur de nouvelles matrices tel que le sang total 
capillaire ou le fluide oral (frottis de gencives et de la 
muqueuse buccale). Cependant, plusieurs etudes indiquent 
que leur sensibilite sur ces nouveaux milieux biologiques 
est alors nettement diminuee. Ainsi, Pavie et al. [17] ont 
analyse la sensibilite de cinq TROD VIH sur sang total 
capillaire (Determine™ HIV-1 /2, Determine™ HIV-1 /2Ag/Ac 
Combo, INSTI™ HIV-1 /HIV-2 Antibody Test, VIKIA™ HIV-1 /2, 
OraQuick ADVANCE® Rapid HIV-1 /2 Antibody Test) ou sur 
fluide oral (OraQuick ADVANCE® Rapid HIV-1 /2 Antibody 
Test) chez 200 patients infectes par du VIH-1 (n = 194) ou 
du VIH-2 (n = 6). Pour le sang capillaire, les sensibilites 
etaient variables et parfois tres mauvaises: 94,5% pour 
OraQuick ADVANCE® Rapid HIV-1 /2 Antibody Test, 94,9% 
pour Determine™ HIV-1 /2, 95,8% pour Determine™ HIV- 
1 /2 Ag/Ac Combo, 98,5% pour VIKIA™ HIV-1 /2et 99% pour 
INSTI™ HIV-1 /HIV-2 Antibody Test. Les patients trouves 
negatifs ont ete testes sur serum ; les resultats etaient 
tous positifs pour VIKIA™ HIV-1 /2, Determine™ HIV-1 /2et 
Determine™ HIV-1 /2 Ag/Ac Combo, indiquant une sensibi- 
lite bien superieure sur serum que sur sang capillaire. Par 
ailleurs, le sang total etant assez epais, un grand nombre de 
resultats invalides (absence de la bande controle validant le 
test situee en fin de migration pour les tests immunochro- 
matographiques) a ete observe avec la trousse Determine™ 
HIV-1 /2 Ag/Ac Combo (16,5%) et dans une moindre mesure 
pour les trousses Determine™ HIV-1 /2 (2%) et INSTI™ HIV- 
1 /HIV-2 Antibody Test (1 %). De meme, sur fluide oral, la sen- 
sibilite de la trousse Quick ADVANCE® Rapid HIV-1 /2 Antibody 
Test n’etait que de 86,5%. Dans ce sens, Hoguin et al. ont 
compare les performances de la trousse OraQuick ADVANCE® 
Rapid HIV-1 /2 Antibody Test sur fluide oral, serum ou plasma 
de patients infectes par differents sous-types de VIH-1 et 
formes recombinantes circulantes [18]. Les patients se trou- 
vaient au stade chronique de I’infection. Tous les serums 
et plasmas etaient positifs alors que trois fluides oraux sur 
1 39 etaient negatifs, conduisant a une sensibilite de 97,84 %. 
Les tests negatifs correspondaient a un VIH-1 sous-type B 
d’une part, et a deux sous-types D, d’autre part. 

Allant de pair avec la baisse de sensibilite, la realisa- 
tion de tests sur sang total capillaire induit une baisse de 
la specificite. Kroidl et al. ont evalue les performances 
du test Determine™ HIV-1 /2 sur plasma et sang total, en 
parallele, dans une cohorte de 15 000sujets [19]. Dans le 
sang total, 67,1 % des echantillons trouves positifs I’etaient 
faussement (valeur predictive positive = 32,91 %) alors qu’ils 
n’etaient que 17,4% dans le plasma (valeur predictive posi- 
tive = 82,57%). 

Avantages et inconvenients des TROD 

Le principal avantage des TROD est la possibility de leur uti- 
lisation sur le terrain, en dehors d’un laboratoire de biologie 


medicale (Tableau 5) [20—23], C’est un avantage majeur 
pour pouvoir aller vers des populations qui ne souhaitent 
ou ne peuvent pas avoir recours aux structures classiques 
du depistage, ou ignorent leur existence. Dans les pays du 
Sud ou il n’est pas possible de mettre en place des methodes 
de depistage classiques de type Elisa et des tests de confir- 
mation par manque de moyens financiers, d’electricite, de 
chaine du froid et de formation, les TROD sont souvent les 
seuls tests disponibles. Des algorithmes combinant deux ou 
trois tests, les premiers choisis pour leur sensibilite et les 
suivants pour leur specificite, permettent d’orienter vers 
un diagnostic d’infection a VIH [24], Dans les pays indus- 
trialises, le recours aux TROD concerne principalement des 
sujets migrants, des HSH, des personnes sans papier ou des 
prostituees. Des 2005, les autorites suisses ont contribue 
a I’ouverture, a Geneve, du premier « Checkpoint », struc- 
ture d’accueil et d’ecoute des HSH au depart, puis d’autres 
publics a partir de 2007 [25]. Les personnes viennent de 
facon anonyme pour discuter, faire des tests pour le VIH 
(rapides ou Elisa combine selon le contexte), les virus des 
hepatites B et C ou la syphilis. Cette structure connait un 
succes grandissant car elle propose une prise en charge glo- 
bale de la sante d’un sujet sans cibler sur le VIH, avec une 
liberte d’acces et de discussion. 

La faisabilite et I’interet d’un depistage VIH generalise 
dans les services d’urgence hospitaliers ont ete explores 
au cours de differentes etudes [26—28]. Ainsi, en France, 
D’Almeida et al. ont analyse la faisabilite et I’impact en 
termes de sante publique d’une proposition de depistage 
par TROD sur sang capillaire chez tous les patients eligibles 
a I’etude, entre 18et 64ans, se presentant aux urgences 
adultes de 29 etablissements hospitaliers d’lle-de-France sur 
une periode de six semaines [9]. II en ressort que ce type de 
depistage est realisable, mais qu’il serait plus efficace s’il 
etait pratique de facon ciblee sur des populations a forte 
seroprevalence. Une seconde etude, ANRS URDEP realisee 
aux urgences de six hopitaux parisiens sur une periode d’une 
annee dans chaque site, a conclu au cout-efficacite de ce 
type de demarche [29]. 

D’autres lieux de depistage par TROD ont ete pro- 
poses avec en particular les prisons [30], les centres 
d’information, de depistage anonyme et gratuit (CIDAG) 
avec T etude ANRS DRAG’TEST lancee en France en 2010. 

La rapidite de rendu du resultat et la simplicity de rea- 
lisation constituent les deux autres avantages majeurs des 
TROD. 

A cote de ces avantages, certains inconvenients peuvent 
etre pointes (Tableau 5). En premier lieu, comme nous 
I’avons vu precedemment, les performances analytiques des 
TROD sont limitees avec une sensibilite et une specificite 
inferieures a celles des tests Elisa combines, et une large 
variability des performances selon la matrice choisie (sang 
total, plasma, serum, fluide oral). La lecture du resultat se 
fait uniquement de facon visuelle, ce qui entraTne une sub- 
jectivity importante. Selon I’acuite visuelle et la capacite 
d’un sujet a distinguer les couleurs, le resultat pourra etre 
interprete de facon variable, en particular dans le cas ou 
le signal sera faible. Comme nous I’avons evoque lors de 
la presentation des performances des TROD, ce cas se ren- 
contre non seulement au cours d’une primo-infection mais 
egalement pour des sujets au stade chronique. Allant contre 
une demarche d’assurance qualite, le resultat obtenu avec 
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Tableau 5 Principaux avantages et inconvenients des tests rapides d’orientation diagnostique VIH. 


Avantages 


Inconvenients 


Delocalisation : test realisable sur le terrain en dehors 
d’un laboratoire de biologie medicale 


Rapidite : lecture du test immediate a 30 minutes apres 
sa realisation (possible parfois jusqu’a 60 minutes) 
Simplicity : pas de materiel sophistique, pas 
d’electricite requise, nombre d’etapes limite 
Stockage a temperature ambiante 

Differenciation VIH-1 /VIH-2 pour certains tests 


Performances analytiques limitees : sensibilite et specificite 
inferieures a celles des tests Elisa combines, variability des 
performances selon la matrice choisie (sang total, plasma, serum, 
fluide oral) 

Subjectivity : lecture visuelle 
Manque de tracabilite du resultat 

Ne teste que le VIH. Peu adapte a des populations avec une forte 
prevalence de I’infection par les virus des hepatites B et C 
Simplicity pouvant faire oublier les limites techniques du test 
Controle de la production et de la distribution 
Cout eleve 


un TROD manque de tracabilite. Cela peut etre corrige par 
la prise de photo ou la realisation d’un scan permettant 
un archivage et une verification ulterieure du resultat. II 
serait important que les fabricants de reactifs proposent 
I’automatisation de la lecture. 

Les TROD actuellement commercialises en France ne per- 
mettent de detecter que I’infection par le VIH mais pas celle 
par les virus des hepatites B et C de facon conjointe. Or, 
pour certaines populations chez lesquelles les TROD seraient 
indiques, la prevalence des infections chroniques a VHB est 
importante et les medecins preferent avoir recours a une 
ponction veineuse pour pouvoir rechercher I’ensemble des 
marqueurs d’interet. En pratique, certaines equipes font 
le choix de faire plusieurs TROD, I’un pour le VIH, I’autre 
pour le VHB. Une detection conjointe, sur le meme test, 
de differents marqueurs d’infection permettrait de faciliter 
le depistage. Seule la trousse Core™ Combo HIV-HBsAg-HCV 
(Core diagnostics) permet la detection simultanee des anti- 
corps anti-VIH-1 /VIH-2, anti-VHC et de I’antigene HBs du 
VHB dans le sang total. Or, cette trousse n’a pas de marquage 
CE. 

La grande facilite de realisation des TROD tend a faire 
oublier les limites de leurs performances analytiques et il est 
essentiel de les rappeler a la personne a laquelle le resultat 
est rendu, comme precise dans I’arrete du 9 novembre 2010. 
Quel que soit le resultat, negatif ou positif, un commentaire 
objectif et precis devra etre donne a la personne au cours 
d’un entretien post-test. De meme, compte tenu du delai 
tres court entre la realisation du test et le rendu de son 
resultat, certains patients se sont plaints de ne pas avoir le 
temps de se preparer a I’annonce d’un test eventuellement 
positif. 

La faible transparence dans le controle de la produc- 
tion et de la distribution dans certaines zones geographiques 
est egalement un inconvenient. Des experiences africaines 
indiquent une variability des performances au cours du 
temps selon les lots et I’approvisionnement. Les TROD se 
conservent en general a temperature ambiante jusqu’a 
30°C, mais tres peu d’etudes sont disponibles sur leur ther- 
mostabilite dans des zones ou la temperature peut depasser 
les 40 °C durant plusieurs mois. Apres developpement d ’ une 
nouvelle trousse, les fabricants transferent parfois la pro- 
duction et les brevets vers des fabricants qui n’ont pas le 


meme niveau d’exigence en termes de qualite de produc- 
tion et de controle. Afin de maintenir un niveau optimal 
de qualite, il sera important que les utilisateurs non biolo- 
gistes, qui ne sont pas formes aux procedures qualite pour 
les reactifs comme le sont les biologistes, soient sensibilises 
a la reactovigilance. 

Enfin, le cout eleve des TROD, de 1,20 a 15 euros HT, 
par rapport aux tests sur microplaques ou automates fermes 
peut etre un frein a leur utilisation elargie. 

Conclusion et perspectives 

Comme nous I’avons vu, les arretes des 28 mai et 9 novembre 
2010 ont ouvert I’utilisation des TROD pour les cas d’urgence 
dans un milieu de soin hospitalier ou au cabinet du mede- 
cin de ville, mais egalement de facon plus generate dans des 
structures de prevention ou associatives. Le but est d’elargir 
I’offre de depistage pour permettre a des personnes qui 
ignorent leur infection d’etre depistees, et ainsi de pou- 
voir beneficier d’une prise en charge precoce, clairement 
associee a une augmentation des chances de survie et a une 
diminution de la morbidity, et de permettre de lutter contre 
la diffusion du virus dans la population. 

A ce jour, seuls le sang total, le serum ou le plasma sont 
autorises pour effectuer les tests. Aux Etats-Unis, la Food 
and Drug Administration (FDA) a autorise le 3 juillet dernier 
la libre commercialisation comme auto test, sans supervision 
medicale, de la trousse OraQuick ADVANCE® Rapid HIV- 
1/2 Antibody Test sur fluide oral, sous le nom de OraQuick 
In-Home HIV [31]. Les etudes cliniques avaient pourtant 
mis en evidence des performances mediocres avec une sen- 
sibilite estimee a 92%. En France, le Conseil national du 
sida avait emis en 2008 un avis reserve quant a I’utilisation 
d’auto tests car celle-ci maintient les personnes dans un iso- 
lement, ne permettant aucun echange avec un professionnel 
de sante ou un membre associatif pour pouvoir discuter et 
pour pouvoir faire le lien avec une structure de soin [32], 
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KEYWORDS Summary Calcitonin is the sensitive and specific marker of the medullary thyroid cancers. 

Calcitonin; It is a diagnostic, pronostic and follow-up marker. Medullary thyroid cancer is a rare disease 

Medullary thyroid representing 4% of the thyroid cancers and occurring in 0.4% of nodular thyroid pathology. The 

cancer; use of sex specific adults normal ranges allows a better interpretation of the moderately eleva- 

Assay ted calcitonin levels. Hypercalcitoninaemia non due to medullary thyroid cancer are attributed 

mainly to male sex, tobacco use, overweight, renal failure, and other endocrine tumors. Cal- 
citonin can be assayed in the wash-out fluid of the fine needle aspiration too. Stimulation tests 
give poor additional diagnostic information and are about to be abandoned. 
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Resume La calcitonine serique est le marqueur sensible et specifique des cancers medullaires 
MOTS CLES de la thyroide. C’est un marqueur diagnostique, pronostique et de suivi. Le cancer medullaire 

Calcitonine ; de la thyroide est une pathologie rare: 4% des cancers thyroidiens avec une incidence en 

Cancer medullaire de pathologie nodulaire thyroidienne proche de 0,4%. L’ utilisation de normes adultes specifiques 

la thyroide ; par sexe permet une meilleure interpretation des elevations moderees de la calcitonine. Les 

Dosage principales causes d’hypercalcitoninemies non dues a des cancers medullaires de la thyroide 

sont principalement le sexe masculin, le tabac, le surpoids, I’insuffisance renale et la presence 
d’une autre tumeur neuroendocrine. La calcitonine peut etre aussi dosee dans le liquide de 
rincage des aiguilles de ponction. Les tests de stimulation n’apportent que peu d ’informations 
supplementaires et tendent a etre abandonnes. 
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Introduction 

La CT mature est constitute de 32acides amines (AA). Un 
pont di-sulfure relie les cysteines en position 1 a 7 et forme 
un anneau a la partie N terminate. C’est le gene Calc-1 situe 
sur le chromosome 11 qui code le precurseur appele pre- 
procalcitonine. Ce precurseur donnera naissance au peptide 
signal et a la procalcitonine (PCT 116AA). La PCT se clivera 
en katacalcine et CT immature puis en CT mature. Chez 
I’homme, les plus fortes concentrations de CT sont obser- 
vees dans les cellules C thyroi'diennes. Des cellules C peuvent 
etre aussi retrouvees dans les parathyroi'des, le thymus, les 
poumons, I’intestin grele, la vessie et le foie. 

La CT mature a une activite biologique sur la calcemie, la 
phosphatemie, I’os, le systeme nerveux central, la fonction 
respiratoire, I’appareil gastro-intestinal, le systeme repro- 
ductif et le rein. La secretion de CT est potentiellement 
regulee par les concentrations plasmatiques de calcium et 
de gastrine [1—3]. 

Dosages de la calcitonine 

Prelevements 

Le dosage se realise preferentiellement sur serum a jeun. La 
CT ne possedant pas de rythme circadien peut etre prelevee 
a tout moment de la journee mais a distance des repas pour 
eviter l ’interference potentielle de I’hypergastrinemie. La 
molecule de CT se degrade rapidement a temperature 
ambiante, moins a 4°C. II est done imperatif de congeler 
immediatement les serums. Elle peut supporter au moins 
trois cycles de congelation /decongelation [4,5]. 

Dosages 

Les dosages les plus anciens ont ete de type competitif par 
utilisation d’anticorps polyclonaux. Les anticorps monoclo- 
naux ont ameliore la sensibilite et la specificite des dosages 
immunometriques actuels. Le premier anticorps de capture 
est fixe sur un support solide (tube ou cupule). II est dirige 
contre les sequences 11a 17ou 11 a 23 de la molecule. Le 
second dit de revelation, portant le marqueur, est dirigee 
contre les sequences 21 a 32 ou 26 a 32. Les traceurs peuvent 
etre isotopique ( 125 l), enzymatique ou luminescent. Certains 
dosages sont automatises. Tous se referent a une courbe 
d’etalonnage. On mesure alors la bCT. 

Artefacts potentiels des dosages 

Les dosages immunometriques, surtout ceux en une etape, 
peuvent etre sujets a I’effet crochet. Des concentrations 
tres elevees de CT, rencontrees chez des patients meta- 
statiques, peuvent saturer le systeme de dosage et ainsi 
tres fortement sous-estimer la concentration d ’analyte. La 
mise en evidence de ce phenomene se fait par la realisation 
de dilutions successives du prelevement jusqu’a ramener la 
concentration evaluee dans la gamme de mesure [6]. 

L’interference des anticorps heterophiles donne de 
fausses elevations du marqueur (parfois plusieurs cen- 
taines de pg/mL). Les anticorps heterophiles sont des 


immunoglobulines (Ig) humaines anti-animaux (souris par 
exemple). Ces IgG sont susceptibles de former des ponts 
entre les anticorps du dosage et mimer la presence de 
I’hormone. Pour reduire ce type d’interference, tous les 
reactifs contiennent desormais un agent bloquant non spe- 
cifique de type serum animal. Les interferences ne sont 
desormais observees que pour de rares patients presentant 
des titres anormalement eleves d’anticorps heterophiles. 

Tests de stimulation 

Pendant de nombreuses annees, des tests de stimula- 
tion de la CT par la pentagastrine ont ete realises en 
complement des dosages de bCT. Ces tests de stimulation 
presentaient des effets secondaires tels que nausees, vomis- 
sements, rash cutane, douleurs d’estomac necessitant ainsi 
une presence medicale lors de leur realisation. Les soucis 
d’approvisionnement de ce produit (non commercialise aux 
Etats-Unis) ont incite a I’utilisation du gluconate de cal- 
cium comme agent stimulant. Les conditions d’utilisation 
et d’interpretation, en pratique clinique, de ce produit ne 
sont pas reellement standardises [7,8]. 

Dosage de calcitonine dans le liquide de rincage de 
I’aigui lie de ponction 

Le diagnostic de CMT sur materiel de cytoponction des 
nodules thyroi'diens n’est realise que dans 63% des cas. Des 
etudes recentes ont montre que des concentrations elevees 
de CT sont presentes dans le liquide de rincage de I’aiguille 
de ponction de ganglions suspects ou de nodules thyroi'diens 
qui se revelent etre des CMT primitifs ou metastatiques [9]. 
Cette pratique se generalise. Le seuil de positivite n’est pas 
clairement defini mais une comparaison au taux serique de 
CT permet une interpretation adequate. 

Association du dosage de calcitonine a d’autres 
marqueurs 

L’antigene carcinoembryonnaire (ACE) est un marqueur non 
specifique et moins fiable que la CT. II peut etre un marqueur 
de dedifferenciation d’un CMT et, a ce titre, un marqueur 
de mauvais pronostic [10], 

La PCT est potentiellement un autre marqueur de CMT 
avec des performances diagnostiques proches [5] ou un peu 
inferieures [11] a celle-ci. Le rapport PCT/CT est un facteur 
pronostique des CMT [11], 

Valeurs de reference 

Les valeurs de reference, editees dans le livret de recom- 
mandations du Groupe des tumeurs endocrines (GTE), sont 
les suivantes : valeurs de reference de la bCT pour les 
trousses Elisa-CT et IRMA hCT (Cis Bio-international France) 
sont inferieures a 10 pg/mL pour les adultes hommes et 
femmes. 

Les valeurs de reference de bCT varient selon les 
methodes de dosages. Contrairement a d’autres parametres 
biologiques thyroi'diens, il n’a pas ete edite de criteres 
de selection des sujets consideres comme temoins pour le 
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Distributions of the CT in men 



Grey zone 


Figure 1 Distribution des valeurs de calcitonine seriques 
obtenues par cinq trousses de dosages differentes (A, B, C, 
D, E) pour des sujets controles hommes en euthyroYdie sans 
anticorps antithyroperoxydase circulants. Les nombres dans 
les rectangles correspondent aux taux de calcitonine indetec- 
tables. 

D’apres M. d’Herbomez et al. [1 5]. 

dosage de la bCT [12]. D’autres auteurs ont propose des 
seuils mixtes (femmes et hommes) respectivement a 15et 
20 pg/mL [13,14], 

Plusieurs etudes recentes [15,16] privilegient la dissocia- 
tion des normes hommes et femmes en se basant sur les 
travaux autopsiques de Guyetant et al. [17] qui ont montre 
que globalement le contingent de cellules C chez I’homme 
est le double de celui de la femme. Les distributions des 
valeurs de CT obtenues chez des sujets controles par cinq 
trousses de dosages sont reportees sur les Fig. 1 et 2. 

Chez les enfants ages de moins de trois ans, les concen- 
trations de CT sont plus elevees : inferieurs a 40 pg/mL pour 
les nourrissons de moins de six mois et inferieurs a 1 5 pg/mL 
entre six mois et trois ans [18]. 

Indications du dosage de calcitonine 

Les principales indications du dosage de CT serique sont 
regroupees dans le Tableau 1. 

Depistage du cancer medullaire de la thyroTde 

Le CMT est un cancer rare qui se developpe aux depens 
des cellules C parafolliculaires. Le CMT represente 4% des 
cancers thyro'Ydiens, son incidence en pathologie nodulaire 


Tableau 1 Principales indications du dosage de calcitonine 
serique. 

Diagnostic de CMT 

Dans un contexte hereditaire : NEM2B, NEM2A, 

CMT familiaux 

Dans un contexte sporadique 
Suivi des CMT ope res non gueris 
Diagnostic de tumeur neuroendocrine autre 
Depistage en pathologie thyroidienne nodulaire 
Si suspicion de malignite (clinique, 
echographique, cytologique) 

De principe avant toute chirurgie 

CMT : cancer medullaire de la thyroYde. 


Distributions of the CT in 



Kits 

Figure 2 Distribution des valeurs de calcitonine seriques 
obtenues par cinq trousses de dosages differentes (A, B, C, 
D, E) pour des sujets controles femmes en euthyroi'die sans 
anticorps antithyroperoxydase circulants. Les nombres dans 
les rectangles correspondent aux taux de calcitonine indetec- 
tables. 

D’apres M. d’Herbomez et al. [15]. 

thyroidienne est proche de 0,4%. Le CMT se developpe de 
facon sporadique (70% des cas) et dans un contexte heredi- 
taire (30%). Les affections hereditaires sont rattachees aux 
mutations germinales du proto-oncogene RET. La transmis- 
sion est autosomique dominante. Dans les formes familiales, 
la premiere manifestation de I’atteinte pathologique des 
cellules C est leur hyperplasie (HCC). Cette HCC n’est pas 
specifique des neoplasies endocrines multiples (NEM) de 
type 2, mais elle y est quasi constante, volontiers diffuse et 
bilaterale. Ces foyers d’HCC font le lit de microcancers, sou- 
vent bilateraux. Des le stade d’HCC, une elevation de la CT 
serique est constatee [2,3,19—21]. Pour le CMT, il existe une 
relation lineaire entre le taux de CT et la masse tumorale 
[ 22 ]. 

II est done imperatif de mesurer la CT dans un contexte 
hereditaire connu [2,3,19—21]. Pour certaines mutations 
classees comme etant a faible risque de progression (risque 
A), il est possible d’attendre I’elevation de la CT serique 
pour programmer la thyroidectomie totale [19]. 

Pour les patients operes non gueris, le temps de double- 
ment de la CT postoperatoire est correle a la progression 
RECIST et a la survie [23,24]. Le dosage de CT, dans ce 
contexte, est couple a celui d’ACE. La CT est bien un mar- 
queur diagnostique et pronostique. 

Diagnostic de tumeurs neuroendocrines 

Certaines tumeurs endocrines secretent de la CT. Ce 
sont principalement les tumeurs pulmonaires (cancer a 
petites cellules et tumeur carcino'Yde), mais aussi les 
pheochromocytomes, insulinomes, somatostatinomes, . . . 
[2,19,25], 

Pathologie nodulaire thyroidienne 

Le depistage du CMT par le dosage systematique de CT en 
pathologie nodulaire thyro'Ydienne fait I’objet de contro- 
verses depuis plusieurs annees. Ce depistage a ete prone et 
largement realise par les Europeens [26], mais non recom- 
mande aux Etats-Unis dans un premier temps [19]. De 
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Tableau 2 Prevalence des cancers medullaires de la thyroide (CMT) et des hypercalcitoninemies non dues a des CMT publiees 
lors de I’utilisation du dosage systematique de calcitonine en pathologie nodulaire. 


References 

Annees 

n 

HRCT % 

CMT % 

HRCT non dues CMT 

Pacini 3 

1994 

1385 

0,57 

0,57 


Henry 3 

1996 

2975 

1,6 

0,47 

1,1 

Niccoli 3 

1997 

1167 

3 

1,4 

1,6 

Vierhapper 3 

1997 

1062 

3,2 

0,56 

2,5 

Hahm 3 

2001 

1448 

3,9 

0,69 

3,2 

Jacobone 3 

2002 

7276 

0,9 

0,6 

0,3 

Papi 3 

2006 

1425 

1,6 

0,7 

0,9 

Vierhapper 3 

2005 

25 669 

4,9 

0,3 

4,5 

Costante et al. [26] 

2007 

5817 

4,84 

0,26 

4,58 

Rink et al. [14] 

2009 

21 928 

4,27 

0,18 

4,09 

Hanselgren 3 

2009 

959 

4,67 

0,6 

4,07 

Chambon et al. [33] 

2010 

2733 

1,57 

0,4 

1,17 


n: nombre de sujets etudies; CMT ; cancer medullaire de la thyroide; HRCT : hypercalcitoninemie. 

3 Ce travail est cite par Kloos et al. dans leur texte de recommandations sur les cancers medullaires de la thyroide [19]. 


nouvelles recommandations americano-europeennes [27] et 
francaises viennent d’etre editees [28]. La precocite du 
diagnostic d’un cancer medullaire sporadique est un chal- 
lenge. Le but est de permettre aux chirurgiens d’avoir 
d’emblee un geste adequat afin de guerir le patient. Les 
resultats de I’utilisation systematique du dosage de CT 
en pathologie nodulaire thyroidienne depuis une vingtaine 
d’annee sont nuances. A ce jour, les etudes publiees ont 
montre une amelioration de la survie mais pas une baisse de 
la mortalite. Les criteres requis par I’OMS pour un dosage 
systematique de bCT en pathologie nodulaire thyroidienne 
ne sont ici que partiellement remplis [29]. 


Valeur semiologique d’une 
hypercalcitoninemie 

Hypercalcitoninemie signifie que le taux de CT est superieur 
aux normes. On constate que, dans la litterature, les seuils 
de normalite varient de 10 a 20pg/mL pour les populations 
mixtes femmes et hommes et qu’ils varient aussi du simple 
au double pour des normes sexe specifiques. Cela explique 
que les chiffres d’hypercalcitoninemie publies varient de 0 a 
4,8% (Tableau 2). 

Le CMT est une pathologie rare dont la prevalence est 
estimee autour de 0,4% (variations entre 0,2 et 1,4%) [19]. 


Tableau 3 Facteurs independants d’un cancer medullaire de la thyroide pouvant augmenter la concentration de calcitonine 
serique. 

Facteurs lies au patient 
Sexe 

Age et poids (IMC) 

Facteurs lies a une tumeur endocrine extrathyro'idienne 
Tumeur carcinoYde bronchique et digestive 
Tumeur pulmonaire a petites cellules 
Autre tumeur neuroendocrine (pheochromocytome) 

Facteurs d'origine fonctionnelle 

Hypergastrinemie due a la prise d’inhibiteurs de la pompe a protons, ou a une gastrite fundique atrophique, ou a un 
gastrinome 

Insuffisance renale (dialyse) 

Pseudo-hypoparathyroYdie de type 1A 

Par hyperplasie des cellules C reactionnelle 
A une pathologie thyroidienne auto-immune (actuellement controverse) 

A un cancer thyroYdien difference de souche vesiculaire 
Au tabac 

Facteurs lies aux dosages (interferences) 

Presence d’anticorps heterophiles 
Sepsis (elevation massive de procalcitonine) 

IMC : indice de masse corporelle. 
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Figure 3 Interpretation des valeurs de calcitonine serique. 


La prevalence des hypercalcitoninemies observees lorsqu’on 
utilise le dosage systematique de CT en pathologie nodulaire 
thyro'fdienne est de I’ordre de 4% pour un seuil de CT a 
lOpg/mL (variations entre Oet 4,6%) (Tableau 2), c’est-a- 
dire largement superieure a celle du CMT. Les principaux 
facteurs pouvant influencer le taux de CT serique et creer 
des hypercalcitoninemies non dues a des CMT sont reunis 
dans le Tableau 3. 

En pathologie nodulaire thyroi'dienne, dans au moins 
95% des cas, les concentrations de CT mesurees sont 
dans les limites de la normale : ce qui est rassurant. Des 
normes specifiques par sexe chez I’adulte nous semblent 
plus adaptees a une interpretation fine des taux de bCT. 
II est admis que pour les patients avec hypercalcitonine- 
mie moderee le risque de microCMT est plus eleve chez 
la femme que chez I’homme. Costante et al. ont trouve 
une valeur predictive positive de CMT a 100% pour un taux 
de bCT au moins egal a lOOpg/mL [26]. Les patients pre- 
sentant un microCMT (taille < 1 cm) ont des concentrations 
de bCT generalement comprises entre 5et lOOpg/mL. Le 
probleme reside dans Interpretation et la prise en charge 
des valeurs de bCT moderement augmentees [29—32]. La 
majorite d’entre-elles sont rencontrees pour des concen- 
trations de bCT comprises entre lOet 30pg/mL (80% dans 
I’etude de Costante et al. sont entre lOet 20pg/mL) pour 
des hommes potentiellement en surpoids, d’age avance, 
fumeurs actifs ou deprives [15,26]. Pour ces taux de bCT, 
la valeur predictive positive de CMT est faible [26]. Les 
principaux criteres d’interpretation d’une calcitonemie sont 


schematises sur la Fig. 3. Le mecanisme de secretion de 
la CT implique essentiellement la calcemie (particuliere- 
ment la fraction ionisee) et la gastrinemie. Son elimination 
est renale. L’hypercalcemie chronique des hyperparathyroY- 
dies primaires n’induisent pas d’elevation de la CT [34]. 
En revanche, I’elevation aigue de la calcemie realisee 
par injection de gluconate de calcium augmente les taux 
seriques de CT [8]. 

Devant un taux moderement augmente de CT (> 1 5 pg/mL 
pour les femmes et > 30 pg/mL pour les hommes), conforme- 
ment aux recommandations francaises de prise en charge 
des nodules thyroYdiens [28], il est conseille de controler 
(trois a 12 mois plus tard) la valeur de bCT. La chirurgie sera 
envisagee s’il est constate une progression du taux de bCT 
et/ou si la concentration est superieure a 50 pg/mL. Une 
troisieme evaluation sera realisee a distance si le taux est 
reste stable. On arretera les evaluations en cas de diminu- 
tion de la concentration (Fig. 4). 

En ce qui concerne les tests de stimulation, il est 
maintenant admis que leur apport est limite car ils ne per- 
mettent pas de dissocier les situations de microCMT de celles 
d’hyperplasies des cellules C pour lesquelles le chevauche- 
ment des concentrations de bCT et de CT stimulees est 
important. Ces tests augmentent la sensibilite mais pas la 
specificite [20,32], Une faible reponse (< 2fois la norme) est 
en faveur d’une tumeur endocrine extrathyroYdienne. 

Des thyroYdectomies prophylactiques chez les enfants 
mutes sont maintenant pratiquees. Elies sont programmees 
en fonction du niveau de risque de la mutation, de I’age de 
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Figure 4 Conduite a tenir devant une elevation moderee de calcitoninemie de base serique. 


I’enfant et de plus en plus en fonction de la detectabilite du 
tauxdeCT serique [19,20]. Une etude recente francaise [20] 
effectuee sur 170 patients (age inferieur a 20ans et RETt 
mute) a etudie les facteurs de guerison de ces sujets. II appa- 
rait qu’un taux de bCT preoperatoire inferieur a 30pg/mL 
permet la guerison de tous les patients (sensibilite = 1 00 %, 
specificite = 82%). 

Conclusion 

La CT est le marqueur sensible et specifique des CMT. 
C’est un marqueur diagnostique, pronostique et de suivi. 
L’utilisation du dosage systematique de CT en pathologie 
nodulaire thyrofdienne fait encore I’objet de controverses. 
Afin d’eviter toute perte de chance et les prises en charge 
therapeutiques inadaptees, il est recommande, au mini- 
mum, de mesurer la CT serique dans un contexte hereditaire 
connu de CMT, de flush, de diarrhee motrice, en cas de 
suspicion clinique, echographique, cytologique d’un nodule 
thyrofdien, et de principe avant toute intervention pour 
goitre ou nodule. Des dosages fiables de CT existent. La 
dissociation des normes femmes et hommes est souhaitee 
pour une meilleure interpretation des hypercalcitoninemies 
moderees. Les tests de stimulation n’apportent que peu 
d’information supplemental et tendent a etre abandon- 
nes. 

Declaration d’interets 

L’auteur declare ne pas avoir de conflits d’interets en rela- 
tion avec cet article. 

References 

[1] Becker KL, Nylen ES, Cohen R, Silva OL, Snider RH. Calcito- 
nin gene family of peptides. In: "Principles and practice of 
endocrinology and metabolism”. 2nd ed. Philadelphia, PA: J.B. 
Lippincott Co; 1996, p.474—83. 

[2] Leboulleux S, Baudin E, Travagli JP, Schlumberger M. Medullary 
thyroid carcinoma. Clin Endocrinol (Oxf) 2004;61:299-310. 
Review. 

[3] Niccoli-Sire P, Conte-Devolx B. Multiple endocrine neoplasia 
type 2. Ann Endocrinol (Paris) 2007;68:317-24. 


[4] Kratzsch J, Petzold A, Raue F, Reinhardt W, Brocker-Preuss M, 
Gorges R, et al. Basal and stimulated calcitonin and procalci- 
tonin by various assays in patients with and without medullary 
thyroid cancer. Clin Chem 2011;57:467-74. 

[5] Algeciras-Schimnich A, Preissner CM, Theobald JP, Finseth 
MS, Grebe SK. Procalcitonin: a marker for the diagnosis and 
follow-up of patients with medullary thyroid carcinoma. J Clin 
Endocrinol Metab 2009;94:861-8. 

[6] Leboeuf R, Langlois MF, Martin M, Ahnadi CE, Fink GD. 
"Hook effect” in calcitonin immunoradiometric assay in 
patients with metastatic medullary thyroid carcinoma: case 
report and review of the literature. J Clin Endocrinol Metab 
2006;91:361-4. 

[7] Erdogan MF, Guild S, Baskal N, Uysal AR, Kamel N, Erdogan 
G. Omeprazole: calcitonin stimulation test for the diagnosis 
follow-up and family screening in medullary thyroid carcinoma. 
J Clin Endocrinol Metab 1997;82:897-9. 

[8] Doyle P, DLiren C, Nerlich K, Verburg FA, Grelle I, Jahn H, et al. 
Potency and tolerance of calcitonin stimulation with high-dose 
calcium versus pentagastrin in normal adults. J Clin Endocrinol 
Metab 2009;94:2970-4. 

[9] Boi F, Maurelli I, Pinna G, Atzeni F, Piga M, Lai ML, et al. 
Calcitonin measurement in wash-out fluid from fine needle 
aspiration of neck masses in patients with primary and metas- 
tatic medullary thyroid carcinoma. J Clin Endocrinol Metab 
2007;92:2115-8. 

[10] Machens A, Ukkat J, Hauptmann S, Dralle H. Abnormal car- 
cinoembryonic antigen levels and medullary thyroid cancer 
progression: a multivariate analysis. Arch Surg 2007;142: 
289-93. 

[11] Walter MA, Meier C, Radimerski T, Iten F, Kranzlin M, Muller- 
Brand J, et al. Procalcitonin levels predict clinical course and 
progression-free survival in patients with medullary thyroid 
cancer. Cancer 2010;116:31-40. 

[12] Baloch Z, Carayon P, Conte-Devolx B, Demers LM, Feldt- 
Rasmussen U, Henry JF, et al. Laboratory medicine practice 
guidelines. Laboratory support for the diagnosis and monitoring 
of thyroid disease. Thyroid 2003;13:3-126. 

[13] Elisei R, Bottici V, Luchetti F, Di Coscio G, Romei C, Grasso L, 
et al. Impact of routine measurement of serum calcitonin on 
the diagnosis and outcome of medullary thyroid cancer: expe- 
rience in 10, 864 patients with nodular thyroid disorders. J Clin 
Endocrinol Metab 2004;89:163-8. 

[14] Rink T, Truong PN, Schroth HJ, Diener J, Zimny M, Grunwald F. 
Calculation and validation of a plasma calcitonin limit for early 
detection of medullary thyroid carcinoma in nodular thyroid 
disease. Thyroid 2009; 19:327-32. 

[15] d’HerbomezM, Caron P, BautersC, CaoCD, Schlienger JL, Sapin 
R, et al. Reference range of serum calcitonin levels in humans: 


24 


M. d’Herbomez 


influence of calcitonin assays, sex, age, and cigarette smoking. 
Eur J Endocrinol 2007;157:749-55. 

[16] Verga U, Morpurgo PS, Vaghi I, Radetti G, Beck-Peccoz P. Normal 
range of calcitonin in children measured by a chemilumines- 
cent two-site immunometric assay. Horm Res 2006;66:17-20. 

[17] Guyetant S, Blechet C, Saint-Andre JP. C-cell hyperplasia. Ann 
Endocrinol (Paris) 2006;67:190-7 [Review]. 

[18] Basuyau JP, Mallet E, Leroy M, Brunelle P. Reference intervals 
for serum calcitonin in men, women, and children. Clin Chem 
2004;50:1828-30. 

[19] Kloos RT, Eng C, Evans DB, Francis GL, Gagel RF, Gharib H, 
et al. Medullary thyroid cancer: management guidelines of the 
American Thyroid Association. Thyroid 2009;19:565-612. 

[20] Rohmer V, Vidal-Trecan G, Bourdelot A, Niccoli P, Murat A, 
Wemeau JL, et al. Prognostic factors of disease-free survival 
after thyroidectomy in 170 young patients with a RET germ- 
line mutation: a multicenter study of the groupe francais 
d’etude des tumeurs endocrines. J Clin Endocrinol Metab 
201 1 ;96: E509 — 1 8. 

[21] Wohllk N, Schweizer H, Erlic Z, Schmid KW, Walz MK, Raue F, 
et al. Multiple endocrine neoplasia type 2. Best Pract Res Clin 
Endocrinol Metab 2010;24:371-87. Review. 

[22] Cohen R, Campos JM, Salaiin C, Heshmati FIM, Kraimps JL, Proye 
C, et al. Preoperative calcitonin levels are predictive of tumor 
size and postoperative calcitonin normalization in medullary 
thyroid carcinoma. Groupe d’etudes des tumeurs a calcitonine 
(GETC). J Clin Endocrinol Metab 2000;85:919-22. 

[23] Barbet J, Campion L, Kraeber-Bodere F, Chatal JF, GTE 
Study Group 2005 Prognostic impact of serum calcitonin and 
carcinoembryonic antigen doubling-times in patients with 
medullary thyroid carcinoma. J Clin Endocrinol Metab 2005;90: 
6077-84. 

[24] Giraudet AL, Vanel D, Leboulleux S, Auperin A, Dromain C, 
Chami L, et al. Imaging medullary thyroid carcinoma with 
persistent elevated calcitonin levels. J Clin Endocrinol Metab 
2007;92:4185-90. 


[25] DoCao C, Mekinian A, LadsousM, Aubert S, D’Herbomez M, Pat- 
tou F, et al. Hypercalcitonemia revealing a somatostatinoma. 
Ann Endocrinol (Paris) 2010;71:553-7. 

[26] Costante G, Durante C, Francis Z, Schlumberger M, Filetti S. 
Determination of calcitonin levels in C-cell disease: clinical 
interest and potential pitfalls. Nat Clin Pract Endocrinol Metab 
2009;5:35-44. 

[27] Gharib H, Papini E, Paschke R, Duick DS, Valcavi R, Hegediis L, 
et al. Medical guidelines for clinical practice for the diagno- 
sis and management of thyroid nodules: executive summary of 
recommendations. J Endocrinol Invest 2010;33(5Suppl.):51— 6. 

[28] Wemeau JL, Sadoul JL, d’Herbomez M, Monpeyssen H, Tra- 
malloni J, Leteurtre E, et al. Recommandations de la Societe 
francaise d’endocrinologie pour la prise en charge des nodules 
thyro'fdiens. Presse Med 201 1 ;40(9 Pt 1 ):793 — 826. 

[29] d’Herbomez M. Calcitonin: indications and interpretation. 
Presse Med 2011;40:1141-6. 

[30] Elisei R. Routine serum calcitonin measurement in the evalua- 
tion of thyroid nodules. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab 
2008;22:941-53. 

[31] Cherenko M, Slotema E, Sebag F, De Micco C, Henry JF. Mild 
hypercalcitoninaemia and sporadic thyroid disease. Br J Surg 
2010;97:684-90. 

[32] Costante G, Filetti S. Early diagnosis of medullary thy- 
roid carcinoma: is systematic calcitonin screening appro- 
priate in patients with nodular thyroid disease? Oncologist 
2011;16:49-52. 

[33] Chambon G, Alovisetti C, Idoux-Louche C, Reynaud C, Rodier M, 
Guedj AM, et al. The use of preoperative routine measurement 
of basal serum thyrocalcitonin in candidates for thyroidectomy 
due to nodular thyroid disorders: results from 2733 consecutive 
patients. J Clin Endocrinol Metab 2011;96:75-81. 

[34] Conte-Devolx B, Morlet-Barla N, Roux F, Sebag F, Henry JF, 
Niccoli P. Could primary hyperparathyroidism-related hyper- 
calcemia induce hypercalcitoninemia? Horm Res Paediatr 
201 0;73(5):372 — 5. 



Immuno-analyse et biologie specialisee (2013) 28, 25—29 



efigt aatir 

ELSEVIER 

MASSON 


Disponible en ligne sur 

SciVerse ScienceDirect 

www.sciencedirect.com 


Elsevier Masson France 

EM con suite 

www.em-consulte.com 



ARTICLES ORIGINAUX OU DE RECHERCHE 

Transaminases profile in Algerian patients with 
type 2 diabetes mellitus 

Profit des transaminases chez des patients algeriens diabetiques de type 2 
A. Gouri 3 *, A. Dekaken b , S. Rouabhia c , A. A. Bentorki 3 , A. Yakhlef d 


a Laboratoire de biochi mie medicale, hopital IBN-ZOHR, Cuelma 24000, Algeria 
b Service de medecine interne, hopital El Okbi, Guelma 24000, Algeria 
c Service de medecine interne, CHU Touhami Benflis, Batna 05000, Algeria 
d Service d’hematologie, hopital IBN-ZOHR, Guelma 24000, Algeria 

Received 22 June 2012; accepted 3 July 2012 


KEYWORDS Summary Elevations of aminotransferase are frequently encountered in patients with type 2 

Type 2 diabetes diabetes mellitus, and these perturbations are mostly attributed to fatty infiltration of the liver, 

mellitus; The aim of this study was to assess the prevalence of elevated aminotransferase in a cohort of 

Alanine Algerian patients with type 2 diabetes mellitus and determine the relation of this elevation to 

aminotransferase; different metabolic parameters. One hundred and thirty-seven patients with type 2 diabetes 

Aspartate mellitus (47 males and 90 females) were included in the study. Elevations in aspartate amino- 

aminotransferase transferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) were found in 6.5% (n = 9) and 8.7% (n=12) 

of our patients respectively. Male gender (OR = 2.97, Cl: 0.88-9.95), and high triglycerides lev- 
els (OR = 2.03, Cl: 0.58-7.09) were associated with increased risk of elevated ALT levels. The 
prevalence of elevated AST level increased with increased age (OR = 2.09 for patients aged 
25-45 and OR = 2.77 for those who were over 65 years old) and increased triglycerides levels 
(OR = 8.51, Cl: 1.03—70.07). The prevalence of elevated aminotransferase in our study was in 
accordance with previously reported high prevalence rates of aminotransferase elevation in 
patients with type 2 diabetes mellitus in other populations. These findings provide support to 
the practice of routine liver function monitoring in subjects with type 2 diabetes mellitus. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 
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Resume Au cours du diabete de type 2, les augmentations de transaminases sont tres 
frequentes et elles sont souvent attributes a une infiltration lipidique au niveau du foie. 
L’objectif de cette etude est d’evaluer la prevalence de I’elevation des transaminases dans 
une cohorte algerienne de patients diabetiques de type 2. Cent trente-sept patients atteints 
de diabete type 2 (47hommes et 90 femmes) ont ete inclus dans cette etude. Des elevations 
en aspartate aminotransferase (ASAT) et alanine aminotrasferase (ALAT) ont ete trouve chez 
6,5% (n = 9) et 8,7% (n = 12) de nos patients respectivement. Un sexe masculin (OR = 2,97, 
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Cl : 0,88-9,95), et des taux eleves de triglycerides (OR = 2,03, Cl : 0,58-7,09) ont ete associes 
a un haut risque d’ALAT eleves. La prevalence d’un taux eleve d’ASAT augmente avec I’age 
(OR = 2,09 pour les patients ages de 25-45 ans et OR = 2,77 pour ceux qui ont plus de 65 ans) et 
avec ^augmentation des taux de triglycerides (OR = 8,51, Cl: 1,03-70,07). La prevalence de 
transaminases elevees dans notre etude Concorde avec celles qui ont rapporte une forte preva- 
lence de transaminases elevees chez les diabetiques de type 2 dans d’autres populations. Ces 
resultats constituent un support pour la pratique en routine d’un suivi de la fonction hepatique 
chez les diabetiques type 2. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Introduction 

Liver disease constitutes a significant comorbidity in dia- 
betes mellitus (DM). The key role of the liver in blood glucose 
control as well as the influence of liver disease on periph- 
eral glucose metabolism and whole-body insulin sensitivity, 
contributes to DM in the presence of advanced liver disease. 

New insights into this association came from the recog- 
nition that: 

• DM itself may be a cause of liver disease, via non-alcoholic 
fatty liver disease (NAFLD), non-alcoholic steatohepatitis 
(NASH), cirrhosis, and ultimately hepatocellular carci- 
noma; 

• hepatitis C virus may have direct diabetogenic effects; 

• post-transplantation DM is a major cause of morbidity and 
mortality in subjects following liver transplantation [1]. 

Recent studies have shown that biomarkers of liver injury 
can independently predict the risk of impaired fasting glu- 
cose, type 2 DM (T2DM) and metabolic syndrome [2—18], 
Serum activities of aspartate aminotransferase (AST) and 
alanine aminotransferase (ALT) are the most frequently used 
indicators of liver disease [19], and elevated activities of 
serum aminotransferase are frequently found in subjects 
with T2DM [20—24], In the absence of other causes of 
liver disease, an unexplained elevation in ALT is commonly 
considered a surrogate marker of NAFLD [25], NAFLD is char- 
acterized by fat infiltration of the liver that can evolve into 
steatohepatitis, fibrosis, and eventually cirrhosis [26]. The 
aim of this study was to assess the prevalence of elevated 
ALT and AST in a cohort of Algerian patients with T2DM 
and determine the relation of this elevation to different 
metabolic parameters. 

Materials and methods 
Subjects and study design 

We conducted a retrospective cohort study, which included 
137 patients with T2DM attending the diabetes unit at IBN- 
ZOHR Hospital, and the internal medicine department at 
El Okbi Hospital of Guelma (East of Algeria) followed up 
between January 2008 and January 2012. 

Retrospective data were collected from patients’ charts 
including: age, sex, blood pressure, past medical history, 
clinical findings and laboratory results. We excluded patients 


with history of liver diseases, positive serological finding for 
hepatitis B or C, alcohol consumption and history of any med- 
ication use thought to cause elevation in liver enzymes such 
as corticoids, amiodarone and tamoxifen. 

Laboratory measurements 

For determination of serum concentrations of fasting glu- 
cose, total cholesterol, triglycerides, AST and ALT, blood was 
drawn in the morning after 12 hours of overnight fast. 

The fasting glucose level was measured using the GOD- 
POD method. Total cholesterol (CHOD-PAP method) and 
triglyceride (GPO-PAP method) were measured using kits 
from SPINREACT, Spain. Activities of ALT and (AST) were 
measured by means of a kinetic ultraviolet test for clinical 
chemistry analyzers (SECOMAM Basic analyzer, France). The 
cut-off value for diagnosis of elevated ALT and AST activi- 
ties was set at 40 IU/L, according to our laboratory normal 
limits. 


Statistical analysis 

Continuous variables are expressed as means ± standard 
deviation (SD); and categorical variables as frequencies and 
percentages. 

The Chi 2 (x2) test was used to determine the association 
of elevated ALT and AST levels with different variables. Mul- 
tivariate analysis using logistic regression analysis was used 
to determine factors associated with elevated ALT and AST 
levels. The association of a particular variable was expressed 
as odds ratio (OR) with a 95% confidence interval (Cl). 

All statistical analyses were performed with the SPSS 
16.0 (SPSS, Chicago, IL) statistical package for Windows. A 
two-tailed P value of less than 0.05 was considered to be 
statistically significant. 

Results and discussion 

The demographic and clinical characteristics of the par- 
ticipants have been displayed in Table 1. Among the 137 
diabetics enrolled in this study, 34.30% (n = 47) were males 
and 65.69% (n = 90) were females. The mean age was 
50. 34± 16.64 years, ranging between 19 and 86 years. 
Hypertension and cardiovascular disease (CVD) were found 
in 15.32% and 6.56% of diabetic patients respectively 
(Table 1). 
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Table 1 Demographic and clinical characteristics of type 2 
diabetes mellitus patients. 

Variable 

N(%) 

Age (years) 

50. 34± 16.64 

19-45 

42 (30.56) 

46-65 

74 (54.01) 

>65 

21 (15.32) 

Sex 


Male 

47 (34.30) 

Female 

90 (56.69) 

Hypertension (%) 

21 (15.32) 

CVD (%) 

9 (6.56) 

Liver enzymes U/ L 


ALT >40 

12 (8.75) 

AST > 40 

9 (6.56) 

ALT >40 and AST >40 

7 (5.10) 

FBS (3/ 1) 

1.63 ±0.89 

Total cholesterol (mmol/L) 

4.68 ±1.19 

Triglycerides (mmol/L) 

1.82 ± 2.32 

Data were expressed as mean±SD or prevalence (%). CVD: car- 
diovascular disease; FBS: fasting blood sugar. 


Overall, the prevalence of elevated ALT was 08.75% 
(n = 12) with the gender-wise prevalence of 14.8% (n = 7) in 
men, and 5.55% (n = 5) in women (Table 2). The prevalence 
of elevated AST was 6.56% (n = 9) with the gender-wise 


prevalence of 10.6% (n = 5) in men and 4.4% (n = 4) in women. 
Only 5.1% (n = 7) showed elevated levels of both ALT and 
AST. 

The prevalence of elevated ALT and AST levels accord- 
ing to demographic and clinical, characteristics is shown in 
Table 2. Male gender (OR = 2.97, Cl: 0.88-9.95) and high 
triglycerides level (OR = 2.03, Cl: 0.58—7.09) were associ- 
ated with an increased risk of elevated ALT levels. Patients 
aged 45 to 65 years had a higher tendency to have ele- 
vated ALT compared to younger patients (OR = 1.51, Cl: 
0.93-6.29). 

The prevalence of elevated AST level increased with 
increased age (OR = 2.09 for patients aged 25—45 and 
OR = 2.77 for those who were over 65 years old) and 
increased triglycerides levels (OR = 8.51, Cl: 1.03—70.07). 

The multivariate analysis of risk factors for elevated ALT 
and AST shows that the only factors associated with elevated 
ALT and AST levels were gender, and high triglycerides lev- 
els. Elderly patients had a higher tendency to have elevated 
ALT and AST levels compared to younger patient (Table 2). 

The prevalence of elevated aminotransferase levels is not 
known in the Algerian population. In western countries, ele- 
vated aminotransferase levels are common and it has been 
documented in certain groups such as blood donors [27] 
overweight, obese adolescents [28] and general population 
[29,30]. This elevation was strongly related to obesity, dia- 
betes and dyslipidemia, and their measurement may act as 
a surrogate marker of NAFLD presence [26,31], 


Table 2 Prevalence of elevated aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase levels and odds ratio 
diabetes mellitus patients for various risk factors. 

in type 2 

Variable 

Total Increased AST activity 

Increased ALT activity 



n (%) OR (95% Cl) 

X 2 P value n (%) OR (95% Cl) X 2 

P value 


Gender 


Male 

47 

5 (10.6) 

1.63 (0.41-6.41) 

1.93 

0.16 

7 (14.8) 

2.97 (0.88-9.95) 

3.37 

0.06 

Female 3 

90 

4 (4.4) 

1 



5(5.5) 

1 



Age groups (years) 










19— 45 a 

42 

1 (2.3) 

1 



3 (7.4) 

1 



46-65 

74 

7 (14.9) 

2.09 (0.41-10.55) 

2.70 

0.25 

8 (10.8) 

1.51 (0.93-6.29) 

0.94 

0.62 

>65 

21 

1 (4.7) 

2.77 (0.16-46.77) 



1 (4.7) 

0.88 (0.08-9.1) 



Hypertension 










No a 

116 

9 (7.7) 

- 

1.45 

0.22 

11 (9.4) 

1 

0.37 

0.54 

Yes 

21 

0 

- 



1 (4.7) 

0.55 (0.07-3.9) 



CVD 










No a 

128 

9 (7.0) 

- 

0.44 

0.50 

12 (9.3) 

- 

0.60 

0.42 

Yes 

9 

0 

- 



0 

- 



FBS (mmol/L) 










<7.75 a 

75 

6 (8.0) 

1 

0.55 

0.45 

8 (10.3) 

1 

0.75 

0.38 

>7.75 

62 

3 (4.8) 

0.58 (0.14-2.44) 



4 (10.3) 

0.57 (0.16-2.01) 



Cholesterol (mmol/L) 










< 5. 1 8 a 

103 

8 (7.7) 

1 

0.97 

0.32 

9 (10.6) 

1 

0.000 

0.98 

>5.18 

34 

1 (2.93) 

0.36 (0.04-2.98) 



3 (8.8) 

1.01 (0.25-3.97) 



Triglycerides (mmol/L) 










<1.70 a 

67 

1 (1-5) 

1 

5.50 

0.01 

4(5.9) 

1 

1.27 

0.25 

>1.70 

70 

8 (11.4) 

8.51 (1.03-70.07) 



8 (11.4) 

2.03 (0.58-7.09) 




Cl: confidence interval; \2: Chi 2 test; OR: odds ratio; AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase; CVD: cardiovas- 
cular disease; FBS: fasting blood sugar. 
a Reference category. 
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The present study shows that ALT was elevated in 8.7% 
of our T2DM patients (14.8% in males and 5.5% in females). 
Our results are consistent with the finding of Erbey et al. 
who reported prevalence rates of 10.7% and 5.3% in type 2 
diabetic men and women respectively [21] and West et al. 
who reported a higher rate of 12.1%; 14.4% in men and 9.3% 
in women with T2DM [32]. Furthermore, Meltzer and Ever- 
hart have shown that diabetes is associated with liver injury 
independent of effects of drinking habits or overweight [33]. 
In their large epidemiological study of 2999 persons, 6% of 
men and 2% of women had elevated serum ALT activity. Of 
the 104 men and 139 women with diabetes, 11 and 3% had 
elevated ALT activity respectively. 

In this study, we have found that patients aged 45 to 65 
years had a higher tendency to have elevated ALT compared 
to younger (25—45 years) and very older diabetic patients 
(over 65 years). This finding is in agreement with the results 
of Hermos and al. who found that ALT levels are significantly 
different between age lower than 52 years group and upper 
64 [34], 

In addition, the prevalence of elevated AST level 
increased with increased age. 

In multivariate analysis, the study concluded that both 
male gender and high triglycerides levels is independent 
predictor of ALT levels. Higher abdominal fat content 
in men compared to women would explains this find- 
ing which has been previously reported in other studies 
[32-36], 

Previously, Forlani et al. have shown that elevated 
triglycerides was independently associated with a high ALT 
levels [22]. This finding can be attributed to the fact that 
in the presence of insulin resistance, increased flux of non- 
esterified free fatty acid from visceral fat to liver favors the 
accumulation of triglycerides in the hepatocytes and induces 
liver injury [37,38]. 

We suspect that most cases of unexplained aminotrans- 
ferase elevations in our patients are caused by NAFLD. There 
are several reasons for this hypothesis. First, in biopsy stud- 
ies of patients referred for aminotransferase elevations, 
NAFLD was the most common histological finding [39—42]. 
Second, in our study unexplained aminotransferase ele- 
vation was significantly associated with high triglycerides 
levels, diabetes, and hypertension, which is consistent with 
other studies on NAFLD [43—45]. 

The findings of this study cannot prove a causal link 
between diabetic complications and liver enzymes. Flow- 
ever, an association between diabetic complications and 
activity of liver enzymes could indicate the need for more 
intense screening of diabetic complications in subjects with 
elevated aminotransferase. 

Furthermore, recent studies have explored the relation- 
ship between elevated ALT levels, diabetes and coronary 
events, and have demonstrated that elevated ALT levels 
increase the risk of future CVD events independently of 
metabolic syndrome [4,6,46—48]. Flowever, the relationship 
between ALT levels and mortality from CVD has not been 
well established. 

In summary, the results of this study are in accor- 
dance with previously reported high prevalence rates of 
aminotransferase elevation in patients with T2DM in other 
populations. Although there are currently no consensus 
guidelines or recommendations regarding liver function test 


screening in patients with T2DM, these findings lend sup- 
port to the practice of routine liver function monitoring 
in subjects with T2DM. Further studies are necessary to 
confirm these findings and to elucidate the pathophysiologi- 
cal mechanisms. 
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Summary Multiple myeloma (MM) is characterized by plasma cells proliferation within the 
bone marrow and an excess of secreted monoclonal immunoglobulins. The authors report the 
results of an epidemiological, clinical, biological diagnosis and evolutive retrospective study 
including 54 cases of MM gathered in the hematology clinic at the CHU Farhat Hached Sousse 
during a three year period. The median age of the population is 67 years with sex-ratio: 1.7. 
Initial findings are bone pain (74.1% of patients), anemia syndrome (37%), and impaired general 
condition (31.5%). Serum protein electrophoresis showed a spike in 75.9%. Isotypes repartition 
is: IgG (61.8%), IgA (29.4%), monoclonal light chains (5.9%). A plasmocytosis more than 10% is 
detected in 76% of cases. Renal insufficiency is observed in 19% of cases. According to the Durie 
and Salmon classification, all of our patients are classified as stage III. Among other parameters, 
CRP and (32-microglobulin level are increased (>6mg/L) in respectively 36.2% and 28.6% of 
the cases. The cytogenetic abnormalities are detected in six cases. The median survival is 10 
months. 

© 2012 Published by Elsevier Masson SAS. 

Resume Le myelome multiple (MM) est caracterise par une proliferation clonale de plasmo- 
cytes envahissant la moelle osseuse et secretant une immunoglobuline monoclonale. Le but 
de cette etude est d’etudier les particularites epidemiologiques, cliniques et biologiques et 
de preciser les caracteristiques diagnostiques et pronostiques du MM. C’est une etude retros- 
pective incluant 54 patients admis au service d’hematologie clinique du CHU Farhat Hached de 
Sousse, durant une periode de trois ans, pour suspicion du MM. L’age moyen de notre popula- 
tion est de 67 ans avec un sex-ratio de 1,7. Le motif principal de consultation est une douleur 
osseuse (74,1 % des cas), un syndrome anemique (37% des cas) et une alteration de I’etat gene- 
ral (31 ,5% des cas). Un pic monoclonal a I’electrophorese des proteines seriques a ete note chez 
seulement 41 patients (75,9% des cas) dont IgG (61,8%), IgA (29,4%), chaines legeres (5,9%). 


* Auteur correspondant. 
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Le myelogramme a revele une infiltration plasmocytaire superieure a 10% dans 76% des cas. 
L’insuffisance renale a ete observee dans 19% des cas. Selon la classification pronostique de 
Durie et Salmon, tous nos patients sont classes stade III. L’etude de nouveaux facteurs pronos- 
tiques a montre une elevation de la CRP et du taux de la (32-microglobuline (>6mg/L) dans 
respectivement 36,2% et 28,6% des cas. Les anomalies cytogenetiques ont ete detectees chez 
six patients. La mediane de survie est de dix mois. 

© 2012 Publie par Elsevier Masson SAS. 


Introduction 

Le myelome multiple (MM) est caracterise par une prolife- 
ration monoclonale de plasmocytes envahissant la moelle 
osseuse et secretant une immunoglobuline monoclonale [1], 
C’est une maladie rare qui represente environ 80% des 
gammapathies monoclonales malignes et 15% des hemopa- 
thies malignes. Cette affection touche preferentiellement 
les sujets de plus de 40ans avec un pic de frequence entre 
67 et 70ans [2]. Les manifestations osseuses dominent le 
tableau clinique. Le diagnostic est base sur I’association 
d’une plasmocytose medullaire superieure a 10%, d’une 
immunoglobuline monoclonale serique et/ou urinaire a titre 
significatif et de signes cliniques en rapport avec la proli- 
feration plasmocytaire maligne. Bien qu’il reste a ce jour 
incurable, le MM a connu, ces dernieres annees, des pro- 
gres permettant une amelioration de la prise en charge des 
patients: nouveaux criteres diagnostiques et une meilleure 
comprehension de I’heterogeneite du profil evolutif grace 
a I’identification de nouveaux facteurs pronostiques et au 
developpement de nouveaux traitements [1,3]. 

Le but de cette etude est d’etudier les particularites epi- 
demiologiques, cliniques et biologiques et de preciser les 
caracteristiques diagnostiques et pronostiques d’une serie 
de 54 cas de patients suspectes de MM colliges, au CHU 
Farhat Hached de Sousse. 

Patients et methodes 

C’est une etude retrospective (sur une periode de trois 
ans) portant sur 54 patients hospitalises, dans le service 
d’hematologie clinique pour suspicion de MM. Tous les 
patients ont beneficied’un bilan radiologique et biologique 
a visee diagnostique et pronostique : un examen radiolo- 
gique par imagerie par resonance magnetique (IRM), une 


electrophorese des proteines (EP) seriques et urinaires, une 
immunufixation (IF) serique et urinaire, un dosage ponderal 
des immunoglobulines Ig (G, A, D et M) par immunonephele- 
metrie, un myelogramme et/ou une biopsie osteomedullaire 
(BOM), un caryotype, un dosage du calcium, de la creatinine, 
de la LDH, de la (32-microglobuline et de la CRP. 

Le diagnostic du MM a ete retenu pour 48 patients sur 
54 patients inclus dans cette etude, selon les criteres eta- 
blis par Southwest Oncology Group (SWOG) (Tableau 1) 
[4]- 

Quarante-trois patients atteints de MM ont beneficie de la 
chimiotherapie : le Melphalan-Prednisone (MP) a ete prescrit 
chez 22 patients ages de plus de 65 ans; le vincristine- 
adriamycine-dexamethasone (VAD) a ete prescrit chez sept 
patients ages de moins de 65 ans et 14 patients ont ete inclus 
dans le protocole national associant intensification de la chi- 
miotherapie et greffe de cellules souches peripheriques dont 
deux ont beneficie d’autogreffe de cellules souches peri- 
pheriques. Les autres patients ont ete traites seulement par 
corticotherapie. 

Res u I tats 

Caracteristiques generates de la population 
d’etude 

Notre population est constitute de 34 hommes et 20 femmes 
dont 30 hommes et 18 femmes sont atteints de MM. Le sex- 
ratio est de 1 ,7. L’age moyen de nos patients est de 67 ans 
(extremes: 32— 87 ans). La distribution des malades selon 
les tranches d’age est representee par la Fig. 1. Parmi les 
patients, 22,2 % sont tabagiques et 9,2 % ont ete exposes aux 
produits chimiques, principalement les pesticides. Le motif 
principal de consultation est le syndrome osseux dans 74,1 % 
des cas (Tableau 2). 


Tableau 1 Criteres de diagnostic etablis par le Southwest Oncology Group [4]. 


Criteres majeurs 


Criteres mineurs 


Plasmocytome sur biopsie tissulaire 
Infiltration plasmocytaire monoclonale >30% 


Plasmocytose medullaire comprise entre lOet 30% 
Pic monoclonal (IgG < 35 g/L; IgA < 20 g/ L) et/ou 
proteinurie de Bence Jones < 1 g/24h) 

Lesions osseuses lytiques 


Presence d’une Ig monoclonale serique (IgG > 35 g/L; IgA > 20 g/L) 
et/ou urinaire (chame legeres libres et urinaires responsables 
d’une proteinurie de Bence Jones > 1 g/24h en I’absence 
d’amylose) 

Le diagnostic etait confirme si sont associees au moins un critere majeur et un critere mineur ou trois criteres mineurs dont 
au moins a + b 


Diminution des Ig polyclonales inferieure a 50% des 
intervalles de reference 
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Age (ans) 



0 , 00 % 10 , 00 % 20 , 00 % 30 , 00 % 40 , 00 % 50 , 00 % 


Frequence (%) 

Figure 1 Repartition de la population d’etude en fonction de 
I’age. 


Tableau 2 Circonstances de decouverte au cours du mye- 
lome multiple. 


Circonstances de decouvertes 

Nombre 

Frequence (%) 

Syndrome osseux 

40 

74,1 

Syndrome anemique 

20 

37 

Alteration de I’etat general 

17 

31,5 

Compressions medullaires 

6 

11,1 

Plasmocytome 

5 

9,3 

Decouverte fortuite 

4 

7,4 

Insuffisance renale 

4 

7,4 

MG US 

1 

1,9 

Amylose 

1 

1,9 


Signes radiologiques 

Des anomalies radiologiques ont ete notees chez 46 patients 
(Tableau 3). 

Signes hematologiques 

Le syndrome anemique est present chez 87% des patients 
et il est severe (hemoglobine< 8,5 g/dL) dans 33,3% des 
cas. L’anemie est de nature normochrome normocytaire are- 
generative dans 75,9% des cas. Une thrombopenie et une 
leucopenie sont retrouvees respectivement dans 33,3% et 
14,8% des cas. L’examen du myelogramme a montre la pre- 
sence d’une infiltration plasmocytaire superieure a 10% dans 
76 % des cas. La presence de signes de dystrophies cellulaires 
(plasmocytes dystrophiques, plasmoblastes, proplasmocytes 
et lymphoplasmocytes) a ete notee chez 43 patients. La BOM 


Tableau 3 Principaux signes radiologiques. 



Nombre 

Frequence (%) 

Osteolyses 

27 

50 

Compressions medullaires 

8 

15 

Tassements 

7 

13 

Fractures 

4 

7,4 

Tumeurs 

4 

7,4 


Tableau 4 Caracteristiques biologiques. 

Nombre Frequence (%) 

Hemogramme 


Hemoglobine < 12 g/dL 

47 


87 

Leucocytes < 4000/ mm 3 

8 

14,8 


Plaquettes < 1 50/mm 3 

18 

33,3 


Infiltration plasmocytaire 

>30% 

27 


50 

10-30% 

15 


26 

<10% 

12 


24 

Vitesse de sedimentation 

> 100mm 

42 

77,7 


Parametres biochimiques 

Protidemie > 80 g/L 

24 

44,4 


Albuminemie < 35 g/L 

47 


87 

Pic monoclonal 

41 

75,9 


Zone gamma 

27 

65,8 


Zone beta 

8 

19,5 


Zone alpha 2 

6 

14,6 


Hypercalcemie > 3 mmol/L 

14 


26 

Creatinemie >175 |imol/L 

10 


19 


a ete realisee dans 17cas. Elle n’a pu confirmer I’infiltration 
plasmocytaire que dans 13 cas (Tableau 4). 


Caracteristiques immunochimiques 

Une hyperproteinemie est observee dans 44,4% des cas avec 
une moyenne de 81 ,62 g/L (extremes: 80— 128 g/L). Un pic 
a I’EP a ete note chez 41 patients (Tableau 4). Toutefois, 
par manque de reactifs, seulement 34 patients ont beneficie 
d’une IF donnant: IgG (61,8%), IgA (29,4%), chaTnes legeres 
(5,9%) et IgM (2,9%). Le typage des chaTnes legeres a ete 
realisee chez 1 7 patients avec huit cas de chaines legeres de 
type lambda et neuf cas de chaines legeres de type kappa 
pour un rapport kappa/lambda de 1,13 (Tableau 5). 


Diagnostic positif 

Le diagnostic positif du MM a ete pose selon les criteres eta- 
blis par le SWOG pour 48 patients sur 54. Pour les six autres 
patients, il s’agit d’un cas de leucemie a plasmocytes, un 
cas de lupus erythemateux dissemine, trois cas porteurs de 
syndrome osseux et un cas de maladie de Waldenstrom. 


Tableau 5 Repartition des isotypes. 



Nombre 

Frequence (%) 

IgG 

21 

61,8 

IgA 

10 

29,4 

ChaTnes legeres 

2 

5,9 

IgM 

1 

2,9 




Myelome multiple : aspect clinique, diagnostic biologique et pronostic 


33 


Evolution et facteurs pronostiques 

La classification pronostique de Durie et Salmon a montre 
que tous nos patients sont de stade III dont 31 de stade III a 
et 17de stade III b. D’autres facteurs pronostiques ont ete 
etudies. Des taux eleves de CRP et de la (32-microglobuline 
(> 6 mg/L) ont ete retrouves chez respectivement 36,2% et 
28,6% de nos patients. Les anomalies cytogenetiques n’ont 
ete detectees que dans six cas : trois cas d’hyperplofdie et 
trois cas d’anomalies impliquant les chromosomes 9et 16et 
une translocation t(5,7). La presence de plasmoblastes, fac- 
teur de mauvais pronostic, a ete trouvee chez neuf patients. 

Les infections constituent la complication la plus fre- 
quente (52% des cas), suivi parl’insuffisance renale (10% des 
cas) alors que les compressions medullaires, les manifesta- 
tions neurologiques et I’insuffisance medullaire sont moins 
frequentes. L’amylose reste une complication rare (5,6 % des 
cas). 

Reponse therapeutique et survie 

Les criteres de reponse au traitement sont determines selon 
ceux etablis par le SWOG. Dans notre population nous avons 
obtenu trois cas de remission complete mais qui ont rechute 
apres huit a 1 4 mois. Chez 1 4 patients une remission partielle 
a ete notee avec une persistance dans la plupart des cas 
de douleurs osseuses. Nous avons deplore cinq deces avec 
une mediane de survie de deux mois. La mediane de survie 
globale de notre population est de dix mois. 

Discussion 

Bien que le MM ait connu ces dernieres annees d’importants 
progres dans la prise en charge des patients, il reste a ce 
jour une hemopathie incurable avec une mediane de sur- 
vie de quatre a cinq ans qui tend a s’allonger ces dernieres 
annees [5,6], Dans la presente etude, nous avons etudie 
les particularity cliniques, paracliniques, therapeutiqueset 
pronostiques de 54 cas de suspicion de MM, colliges dans le 
service d’hematologie clinique du CHU Farhat Hached du 
centre de la Tunisie. 

L’age moyen de notre population est de 67 ans avec 40,7 % 
des patients entre 62 et 72 ans, ce qui est en parfaite concor- 
dance avec la litterature [7—9]. La predominance masculine 
notee dans differentes series de la litterature (sex-ratio 
H/F proche de 1,4) [10] est verifiee dans notre serie (sex- 
ratio = 1,7). A ce jour, les causes du MM ne sont pas encore 
totalement elucidees. Le seul facteur de risque clairement 
identifie est I’exposition aux radiations ionisantes. Les pes- 
ticides utilises dans les professions agricoles ont ete aussi 
incrimines. II existe des cas familiaux, faisant discuter des 
facteurs genetiques [1,10]. Dans notre etude, I’exposition 
a des produits chimiques tels que les pesticides et le tabac 
sont les principaux facteurs de risque retrouves. Les dou- 
leurs osseuses representent la circonstance de decouverte 
la plus frequente dans notre serie (74,1 % des cas). Dans une 
autre etude tunisienne, les douleurs osseuses constituent 
60% des signes d’appels du MM [11]. L’insuffisance renale 
est une complication retrouvee avec une frequence de 19% 
dans notre etude. Des frequences comparables (22 % et 31 %) 
ont ete trouvees dans deux grandes series [12,13]. 


Les lesions radiologiques ont ete observees dans 78% des 
cas. Elies sont dominees par les osteolyses localisees prin- 
cipalement au niveau du crane et du bassin, suivies par les 
tassements vertebraux et les compressions medullaires. Ces 
differentes lesions radiologiques ont ete rapportees par la 
plupart des auteurs et constituent les signes radiologiques 
tres classiques du MM [2,8,11]. 

Sur le plan biologique, la vitesse de sedimentation (VS) 
est souvent elevee (>50mm), ce phenomene est directe- 
ment lie a la presence de la proteine monoclonale. La VS 
peut etre normale, dans les cas de MM a chaTnes legeres, 
ou non secretant, ou lorsque la proteine monoclonale se 
comporte comme une cryoglobuline et precipite a basse 
temperature [7], Dans notre serie, tous nos patients ont 
une VS acceleree dont 77,6% des cas superieure a 100mm. 
L’anemie est la manifestation hematologique la plus fre- 
quente au cours du MM. Elle est presente chez 87% de 
nos patients et severe (hemoglobine <8,5g/dL) dans un 
tiers des cas. Nos resultats se rapprochent de ceux rap- 
portes dans d’autres etudes multicentriques. Toutefois, le 
degre de severite de I’anemie differe d’une etude a une 
autre [14,16]. Cela pourrait etre explique par la diversite 
des mecanismes physiopathologiques de I’anemie qui sont 
intriques. L’anemie resulte principalement d’une insuffi- 
sance medullaire liee a I’infiltration de la moelle osseuse 
par des cellules plasmocytaires malignes, d’un phenomene 
d’hemodilution lie a I’hyperproteinemie et de la diminu- 
tion de la secretion de I’erythropoYetine (EPO) consecutive 
a une insuffisance renale [15]. La leucopenie et la throm- 
bopenie sont rares (8—10%) mais aggravent le pronostic, 
refletant une importante masse tumorale [15]. Dans notre 
serie, ces anomalies sont relativement frequentes. En effet, 
une neutropenie et une thrombopenie ont ete respective- 
ment retrouvees chez 14,8% et 33,34% de nos patients. Ce 
qui peut aussi expliquer en partie la faible mediane de survie 
de notre population. 

Le myelogramme constitue une etape decisive dans la 
demarche diagnostique du MM, il permet de mettre en 
evidence une infiltration plasmocytaire anormale quantita- 
tivement et qualitativement. Une infiltration plasmocytaire 
superieure a 30% constitue un critere majeur de diagnostic 
du MM alors qu’une plasmocytose entre 10 a 30% consti- 
tue un critere mineur selon les criteres de diagnostic du 
SWOG mais d’autres criteres ont ete recemment etablis par 
le consensus (International Myeloma Working Group IMWG 
2009). Ces criteres distinguent le MM symptomatique (plas- 
mocytose medullaire superieure a 10%, presence dans le 
serum ou les urines d’une proteine monoclonale et pre- 
sence d’une atteinte organique pouvant etre attribute a la 
proliferation), le myelome multiple asymptomatique et les 
gammapathies monoclonales de signification indeterminee 
(MGUS) [1], 

La presence d’anomalies morphologiques, de plasmo- 
cytes dystrophiques ou de formes immatures constitue 
aussi un element important pour le diagnostic. Dans notre 
etude, le diagnostic du MM est retenu pour les 27 patients 
ayant une infiltration plasmocytaire superieure a 30%. Pour 
une infiltration entre 10 a 30%, le diagnostic cytologique 
du MM est pose chez huit patients sur 14. L’infiltration 
plasmocytaire est faite de plasmocytes normaux et dystro- 
phiques. Pour les six autres cas, il s’agit d’une infiltration 
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plasmocytaire et lymphoplasmocytaire ce qui a pose le 
diagnostic differentiel avec les autres gammapathies mono- 
clonales. La BOM a confirme le diagnostic du MM pour cinq 
cas et a pose le diagnostic de la maladie de Waldenstrom 
pour un cas. Pour les 1 3 cas ou I’infiltration plasmocytaire est 
inferieure a 10% (huit cas de moelle de richesse faible non 
concluante, cinq cas d’infiltration plasmocytaire normale), 
aucun diagnostic cytologique du MM n’a ete pose. Le recours 
a la BOM etait indispensable et la presence d’infiltration 
plasmocytaire maligne a ete confirmee dans huit cas sur 13. 

L’EP a montre un pic monoclonal dans 75,9% des cas: 
65,8% dans la zone des gamma-globulines, 19,5% dans 
la zone des p-globulines et 14,6% dans la zone des al- 
globulines. Nos resultats sont similaires a ceux de I’etude 
de Kyle et al. [17] ou un pic monoclonal a ete detecte chez 
82% des patients. L’EP est normale chez sept patients dont 
deux cas de MM a chaTnes legeres. Ces resultats temoignent 
du manque de sensibilite de I’EP pour la detection des gam- 
mapathies monoclonales notamment pour le MM a chaines 
legeres d’ou I’interet de completer I’EP par une immuno- 
electrophorese et/ou une IF ce qui permet de determiner 
I’isotype de la proteine monoclonale [16,18]. Nous avons 
observe une predominance du type IgG (61,8% des cas), suivi 
des IgA (29,4% des cas), deux cas de MM a chaines legeres 
(5,9% des cas) et un cas d’lgM (2,9% des cas). Aucun cas 
du MM a IgD n’a ete detecte. Vu la rarete du MM a IgM, 
le diagnostic differentiel avec la maladie de Waldenstrom 
s’est pose. Ce diagnostic a ete confirme par ^augmentation 
du taux des IgM (> 5 g/L), I’infiltration lymphoplasmocytaire 
et I’apparition d’adenopathies. Dans notre serie, la reparti- 
tion des isotypes d’immunoglobulines et des chaines legeres 
est proche de celle rapportee par d’autres series : IgG (73 %) 
et IgA (11 %) [17]. 

En se basant sur les criteres diagnostiques du SWOG, le 
diagnostic positif du MM a ete retenu pour 48 patients sur 
54 hospitalises pour suspicion de MM. En effet, la presence 
d’une plasmocytose medullaire ou d’un pic monoclonal 
n’est pas toujours synonyme de MM. II est done impor- 
tant de faire le diagnostic differentiel avec les autres types 
de gammapathies monoclonales et les plasmocytoses reac- 
tionnelles secondaires a une infection virale, une maladie 
auto-immune ou a certains cancers. 

La classification de Salmon et Durie a ete la methode 
de reference pour devaluation du pronostic. Elle permet 
d’apprecier la masse tumorale en fonction du taux des com- 
posants monoclonaux et la cotation des lesions osseuses. 
Tous nos patients sont classes stade III dont 65,5% stade Ilia 
et34,5% stade lllb. Dans I’etude de Chombart et al. [19] 
les cas de MM etaient classes comme suit: 30,4% stade I, 
38,5% stade II et enfin 31,1 % stade III. Dans notre etude, 
cette predominance du stade III au moment du diagnostic 
est expliquee par le retard de consultation et de diagnostic 
pour la majorite de nos patients. La (32-microglobuline et 
la CRP sont des facteurs pronostiques independants lies 
a la masse tumorale. II existe une correlation entre leurs 
taux et la survie dans le MM ce qui a permis d’etablir une 
classification en groupes de gravite differente: un groupe 
a faible risque avec une CRP et une |32-microglobuline 
inferieure a 6mg/L, un groupe a risque intermediate avec 
une CRP ou une |32-microglobuline superieure ou egale a 
6mg/L et un groupe a haut risque avec une CRP et une 
(32-microglobuline superieure ou egale a 6mg/L. Les taux 


de survie dans ces trois groupes sont respectivement de 54, 
27 et six mois [18,20], Dans notre etude, 17 patients (35,4%) 
ont une CRP superieure ou egale a 6mg/L dont 14 patients 
(29,2%) ont une (32-microglobuline superieure ou egale a 
6 mg/L. Nos resultats sont comparables a ceux de Chombart 
et al. ou les taux de CRP et de la (32-microglobuline supe- 
rieure ou egale a 6 mg/L etaient respectivement retrouves 
dans 43,6% et 27,7% des cas. Actuellement, il existe un 
consensus de 1’IMWG (2009) concernant les parametres 
pronostiques a analyser au moment du diagnostic du MM. 
Selon ce consensus, devaluation pronostique du MM doit 
comporter la |32-microglobuline et le taux d’albuminemie 
pour definir l ’international staging system (ISS) et une 
analyse cytogenetique des plasmocytes par la technique 
FISH (fluorescent in situ hybridization) [1,18,21], Selon 
ISS, 28,6% de nos patients sont de classe III (mediane de 
survie de 29 mois) et 13,5% sont de classe I (mediane de 
survie de 62 mois). L’ etude cytogenetique fait surtout appel 
a la recherche de la deletion du chromosome 13 par la 
methode interphase FISH. Dans I’etude de Fonseca et al., 
cette deletion a ete retrouvee chez 54% des patients 
[22,23]. Dans notre travail, on a pu decrire des anomalies 
structurales (trois cas) impliquant les chromosomes 9et 
1 6 ainsi qu’une translocation t(5,7) et des anomalies nume- 
riques (trois cas d’hyperploidie) mais aucun cas de deletion 
du chromosome 13 n’a ete detecte. La morphologie des 
plasmocytes constitue aussi un facteur pronostique avec le 
caractere pejoratif du type plasmoblastes [24]. La presence 
de plasmoblastes a ete signalee dans neuf cas et elle est 
associee a une mediane de survie tres courte de six mois. 

Le MM multiple reste une maladie incurable, toutefois 
sa prise en charge a connu des progres therapeutiques 
recents. Le traitement par Melphalan-Prednisone (40,7% 
de nos patients ont beneficie de ce traitement) est reste 
pendant longtemps le traitement de reference du myelome 
chez les sujets de plus de 65ans avec 53% de patients 
repondeurs. Les combinaisons de chimiotherapies ont 
permis d’obtenir un meilleur pourcentage de repondeurs 
mais sans amelioration en termes de survie. L’utilisation des 
nouveaux agents (bortezomib, thalidomide et lenalidomide) 
a permis d’ameliorer les reponses et notamment le taux de 
remission complete avant la procedure d’intensification. 
Pour les patients ages de moins de 65ans, I’autogreffe de 
cellules souches peripheriques suivie d’une chimiotherapie 
est actuellement le traitement de reference et elle est 
souvent precedee par un traitement d’induction par le 
vincristine-adriamycine-dexamethasone [25], Dans notre 
population, nous avons obtenu uniquement trois cas de 
remission complete mais qui ont rechute apres une moyenne 
de dix mois. Quatorze patients avaient obtenu une remis- 
sion partielle avec une persistance des douleurs osseuses 
et nous avons note cinq cas de deces avec une mediane 
de survie de deux mois. La mediane de survie globale de 
notre population est de dix mois. Elle est nettement plus 
courte que celle retrouvee dans I’etude de Chambart ou la 
mediane de survie etait de 34 mois [19]. 

Conclusion 

Le MM est une gammapathie monoclonale de diagnostic le 
plus souvent facile fonde sur la presence d’une infiltration 
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plasmocytaire medullaire maligne, d’un pic monoclonal et 
d’une atteinte organique pouvant etre attribute a la proli- 
feration plasmocytaire. En revanche, la prise en charge des 
patients atteints de MM devient complexe, faisant interve- 
ne de nombreux parametres pronostiques, therapeutiques 
et de surveillance. Elle necessite une meilleure comprehen- 
sion de I’heterogeneite du profil evolutif de la maladie pour 
chacun des patients. 
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Summary 

Aim of the study. - In this study, we tried to estimate the prevalence of weak D in Moroccan 
population, based on the serological techniques. 

Materials and methods. — This study was conducted in the National Center of Transfusion san- 
guine of Rabat, from 01 January 2011 to 30 June 2011. During this period, a total of 23,098 
donors were typed for rhesus D antigen at PK 7300 Olympus. Those who tested negative for 
rhesus D antigen were further subjected to weak D testing. 

Results. — In this study, 0.9% of the donors were rhesus negative and the weak D phenotype was 
detected in about 0.4%. 

Conclusion. —The finding of 0.4% prevalence of weak D phenotype among donors in this study 
is concordant to those found in Caucasians (0.2% to 1%). 

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Resume 

MOTS CLES But d e r etude. — L’objectif de cette etude est la determination de la prevalence du phenotype 

Systeme rhesus • Rhesus D faible dans la population marocaine, en se basant sur des techniques serologiques. 

Rh q . Materiel et methode. — Cette etude a ete realisee sur des donneurs de sang colliges au Centre 

Rhesus D faible • national de transfusion sanguine de Rabat du 1 er janvier 2011 au 30 juin 2011. Durant cette 

Prevalence • periode, 23 098 donneurs ont ete testes pour I’antigene D en utilisant I’automate Olympus PK 

Donneur de sang • 7300. Ceux qui sont testes Rh D negatif ont ete egalement soumis a des tests D faible. 

Anti-D monoclonal Resultats. — Dans cette etude, 9,5% des donneurs ont ete types Rhesus D negatif et 0,4% ont 

ete detectes Rhesus D faible. 

Conclusion. — La prevalence du phenotype Rhesus D faible estimee dans cette etude (0,4%) est 
concordante a celle rapportee chez les caucasiens (0,2 a 1 %). 

© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 
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Introduction 

Le systeme Rhesus (Rh) est, du point de vue clinique, le 
deuxieme plus important systeme sanguin derriere le sys- 
teme ABO. II s’agit egalement du plus polymorphique des 
groupes sanguins. II a ete decrit pour la premiere fois en 
1940 par Landsteiner et Wiener. Le premier antigene du 
systeme Rh decouvert a ete appele D et I’anticorps cor- 
respondant, anti-D. Ainsi la classification des individus dits 
Rh positif et Rh negatif est determinee par la presence ou 
I’absence de la proteine D fortement immunogene a la sur- 
face des hematies. 

Le phenotype D faible (que I’on appelait anciennement 
D u ) se caracterise par I’expression affaiblie de I’antigene D 
a la surface des globules rouge qui ne s’agglutinent direc- 
tement qu’avec certains reactifs anti-D ou seulement apres 
la phase de contact avec I’antiglobuline de I’analyse, d’ou 
il est absolument imperatif de depister I’antigene D faible 
et de le considerer comme positif, car il est immunogene. 
Cela explique le fait que certaines personnes peuvent etre 
determinees comme Rhesus D (Rh D) positif en tant que don- 
neur de sang et Rh D negatif en tant que patient susceptible 
d’etre transfuse. 

La frequence du phenotype D faible varie avec la 
methode utilisee, le reactif utilise et la population raciale 
testee. Chez les caucasiens, elle est d’environ 0,2a 1 %, 
alors que dans la race noire elle est beaucoup plus elevee 
(4,6% a 7%) [1-3]. 

L’objectif de cette etude est d’estimer la prevalence du 
phenotype Rh D faible dans la population marocaine en uti- 
lisant les resultats des techniques serologiques. 

Materiel et methode 

Materiel 

Ce travail porte sur 23 098 donneurs de sang recrutes du 
1 er janvier 2011 au 30juin 2011 au Centre national de trans- 
fusion sanguine de Rabat. 

Methode 

Le typage ABO— Rh D des donneurs de sang est realise sur un 
automate Olympus PK7300en utilisant deux lots de reactifs 
differents d’anticorps anti-D monoclonaux: 

• Seraclone anti-D Blend (IgM [cloneBS232] + IgG [clo- 
neBS221 et H41 1 1 B7] ) ; 

• Diagaste Anti-D TOTEM (P3 x 61 + P3 x 21223B10 + P3 x 
290 + P3 x 35). 

Les echantillons qui ont ete types Rh negatif avec les 
deux reactifs anti-D ont ete soumis au test D faible, en 
utilisant la technique de Combs indirect a I’antiglobuline 
humaine polyvalente. Cela consiste a deposer dans un tube 
a hemolyse : 

• 50 p,L de serum anti-D Blend (IgM [cloneBS232] + IgG [clo- 
neBS221 et H41 1 1 B7] ) ; 

• 50|xL de suspension a 5% des hematies a tester. 


Laisser le tout en contact 15 minutes a 37 °C, puis laver 
trois fois avec la solution saline a 0,9%, ensuite aspirer 
le dernier surnageant et ajouter 100 pL d’antiglobuline, 
remettre les hematies en suspension puis centrifuger une 
minute a 1000 tours par minute et lire le resultat en agi- 
tant legerement: I’agglutination temoigne de la presence 
de I’antigene D faible. 

Chaque prelevement donnant une reaction douteuse ou 
difficilement lue au test D faible est soumis par la suite 
au test de fixation— elution, specifique de la detection de 
I’antigene D faible type Del qui represente la forme extreme 
du phenotype D faible. 

Resultats 

Sur un total de 23 098 donneurs de sang : 20 894 (90,5 %) ont 
ete types Rh D positif et 2204 (9,5%) ont ete types Rh D 
negatif (Tableau 1). 

Par la suite, tous les echantillons Rh D negatif (2204) ont 
ete soumis au test D faible et, par consequent, les resultats 
suivants ont ete trouves : 

• dix echantillons (0,4% par rapport au 2204) ont ete juges 
Rh D faible positif dont dans un cas il s’agit d’un D faible 
type Del confirme par le test de fixation— elution ; 

• 21 94 echantillons (99,6% par rapport au 2204) ont donne 
un resultat D faible negatif au test de Combs indirect a 
I’antiglobuline humaine polyvalente (Tableau 1). 

Discussion 

Le Rh D faible, precedemment appele D u , a ete I’objet de 
nombreuses etudes depuis qu’il a ete identifie [4]. Dans 
notre etude, la valeur obtenue de la prevalence des don- 
neurs Rh D negatif (9,5%) et celle des donneurs Rh D positif 
(90,5%) dans la population marocaine sont en concordance 
avec celle rapportee dans la litterature (5% a 15% Rh D 
negatif et 85% a 95% Rh D positif) [1—3,5]. 

Par rapport a la totalite des donneurs etudies (23 098), la 
prevalence du phenotype D faible est de 0,04% et de 0,4% 
par rapport aux donneurs Rh D negatif (2204). Ces valeurs 
s’accordent avec I’incidence rapportee chez les caucasiens 
(0,2a 1 %) [1,2]. Par ailleurs, des valeurs legerement infe- 
rieures (0,13%) ont ete rapportees chez les Coreens et les 
Indiens (1, 3) et d’autres plus elevees (4,6%) ont ete obte- 
nues chez les Africains au Ghana [3]. 

Cette variability de la prevalence d’une region a I’autre 
depend de plusieurs facteurs : des performances du reactif, 
de la methode utilisee et du melange racial de la population 
testee [6]. 

Dans notre etude, I’incidence de 0,4% de D faible est 
minime par rapport a celle qui peut etre estimee en utilisant 
la technique manuelle pour le typage Rh D. En effet avec 
I’automate Olympus PK7300, la sensibilite du reactif anti-D 
est amelioree grace a la phase d’incubation de 60 minutes. 
Par consequent, la majorite des Rh D faibles qui ont une 
densite de site antigenique elevee sont automatiquement 
de types Rh D positif [7]. 

La principale preoccupation de ce phenotype Rh D faible 
se pose en raison de deux facteurs qui sont : 
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Tableau 1 Resultats du typage de I’antigene D chez les donneurs de sang marocains. 


Total des donneurs 

Rh D positif 

Rh D negatif 

Rh D faible positif 

Rh D faible negatif 

23 098 

20 894 

2204 

10 

2194 

Frequence (%) 

90,5 

9,5 

0,4 

99,6 


Sur un total de 23 098 donneurs de sang : 20 894 donneurs ont ete types Rhesus D positif (90,5 %) ; 2204 donneurs ont ete types Rhesus D 
negatif (9,5%). Parmi ces 2204donneurs Rh D negatif : dix donneurs (0,4%) ont ete detectes Rh D faible positif et 2194 donneurs (99,6% 
par rapport au 2204 Rh D negatif) ont ete reveles Rh D faible negatifs au test D faible en Combs indirect a I’antiglobuline humaine 
polyvalente. 


• d’une part, les difficultes immunohematologiques de 
typage de I’antigene D faible, rencontrees avant 
I’utilisation des reactifs monoclonaux, ou les resultats des 
groupes sanguins ont ete affectes par le titre des anticorps 
anti-D dans le reactif utilise. Dans ce cas, la personne 
ayant I’antigene D faible peut etre etiquete Rh D posi- 
tif par un laboratoire et Rh D negatif par un autre. Ces 
resultats contradictoires peuvent conduire a un accident 
transfusionnel ; 

• d’autre part, il y a le risque d’allo-immunisation chez les 
destinataires Rh D negatif lie a I’antigene D qui est haute- 
ment immunogene et done il est imperatif que les sujets 
ayant le phenotype D faible soient consideres D positif 
en tant que donneurs, et D negatif comme receveurs. Par 
consequent, ils doivent imperativement etre transfuses 
avec du sang Rh D negatif. 

De meme, pour le cas des meres Rh D negatives porteuses 
d’un foetus D faible, elles doivent obligatoirement recevoir 
I’immunoprophylaxie Rh [8], car le passage des globules 
rouges du foetus a la mere peut causer une sensibilisation 
anti RhD. 

Conclusion 

L’incidence du Rh D faible est variable dans le monde. Elle 
est de 0,2 a 1 % dans la population blanche [1 ,2]. Dans notre 
etude, I’incidence de phenotype Rh D faible chez les don- 
neurs Rh D negatif marocains a ete calculee a 0,4%, valeur 
qui est concordante avec ce qui est rapporte chez les cau- 
casiens. Il est possible que le typage serologique Rh D sur 
automate Olympus PK7300avec I’utilisation des anticorps 
monoclonaux anti-D puisse expliquer le taux bas de notre 
incidence du Rh D faible par rapport a celle estimee chez les 
sujets de race noire. Pour conclure, le Rh D faible presente 
une situation clinique particuliere delicate. Le typage Rh D 
ne serait confirme que par le typage moleculaire. Cette cer- 
titude est indispensable pour pouvoir prevenir aussi bien le 


risque potentiel de formation d’allo-anticorps chez un rece- 
veur Rh D negatif lorsqu’il est transfuse avec du sang Rh D 
faible non identifie, comme tel que I’allo-immunisation des 
femmes Rh D negatif classees a tort comme Rh D positif en 
age de procreer. 

Declaration d’interets 

Les auteurs declarent ne pas avoir de conflits d’interets en 
relation avec cet article. 

References 

[1] Kim JY, Kim SY, Kim CA, Yon GS, Park SS. Molecular characteriza- 
tion of D-Korean persons: development of a diagnostic strategy. 
Transfusion 2005;45:345-52. 

[2] Arce MA, Thompson ES, Wagner S, Coyne KE, Ferdman BA, 
Lublin DM. Molecular cloning of RhD cDNA derived from a gene 
present in RhD-positive, but not RhD-negative individuals. Blood 
1993;82:651-5. 

[3] Opoku-Okrah C, Amidu N, Amoah-Sakyi S. Detection of weak 
d (D u ) phenotype among Rh-D negative males and females in 
Kumasi, Ghana. J Sci Technol 2008;28(3):34. 

[4] Wagner FF, Frohmajer A, Ladewing B, Eicher Nl, Lonicier CB, 
Muller TH, etal. Weak D allele express distinct phenotype. Blood 
2000;95:2699-709. 

[5] Makroo N, Vimarsh R, Chowdhry M, Bhatia A, Gupta R, Rosamma 
NL. Weak D prevalence among Indian blood donors. Asian J 
Transfus Sci 201 0;4(2): 1 37— 9. 

[6] Denomme GA, Dake LR, Vilensky D, Ramyar L, Judd WJ. 
Rh discrepancies caused by variable reactivity of partial and 
weak D types with different serologic techniques. Transfusion 
2008;48:473-8. 

[7] Jenkins CM, Johnson ST, Bellissimo DB, Gottschall JL. Incidence 
of weak D in blood donors typed as D positive by the Olympus 
PK 7200. Immunohematology 2005;21 (4): 1 52 — 4. 

[8] Mayne K, Bowell P, Woodward T, Sibley C, Lomas C, Tippett P. 
Rh immunization by the partial D antigen of category DVa. Br J 
Haematol 1990;76:537-9. 


Immuno-analyse et biologie specialisee (2013) 28, 39—42 



efigt aatir 

ELSEVIER 

MASSON 


Disponible en ligne sur 

SciVerse ScienceDirect 

www.sciencedirect.com 


Elsevier Masson France 

EM con suite 

www.em-consulte.com 



ARTICLES ORIGINAUX OU DE RECHERCHE 

Evaluation des parametres du stress oxydant chez 
des patients coronariens 


Evaluation of oxidative stress among coronary patients 

I. Gammoudi 3 *, A. Dandana 3 , H. Chahed 3 , S. Ferchichi 3 , S. Ernez b , A. Miled 3 


a Laboratoire de biochimie, CHU Farhat Hached, rue Docteur-Moreau, 4000 Sousse, Tunisie 
b Service de cardiolo^ie, CHU Farhat Hached, Sousse, Tunisie 

Recu le 15 septembre 2012 ; accepte le 5 octobre 2012 


KEYWORDS Summary 

Coronary syndrome; Objective. - The present study was undertaken to evaluate the variation of the parameters of 

Homocysteine; antioxidant and oxidant status in coronary patients. 

Oxidant - Patients and methods. — Two hundred and eighteen patients with unstable angina (UA) and 183 

Antioxidant; healthy control subjects were admitted. Oxidant status was evaluated by measuring homocy- 

Free radical steine and thiobarbituric reactive oxygen substances (TROS). Antioxidant status was evaluated 

by measuring superoxide dismutase (SOD) activity and glutathione peroxidase (GPx). 

Results. - Homocysteine (Hey) and thiobarbituric acid reactive substances (TROS) levels were 
significantly higher in coronary patients compared with healthy control subjects. SOD and 
GPX were significantly decreased among patients compared to the controls. In addition, 
coronary patients showed significant negatives correlations between Hcy-SOD, Hcy-GPx and 
TBARS— SOD, TBARS-GPx. 

Conclusion. - Our patients present an increasing oxidative stress but the defences antioxidants 
tended to be decreased. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 
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Resume 

Objectif. — Cette etude a ete menee afin d’evaluer la variation des parametres du statut anti- 
oxydant et oxydant chez des patients coronariens. 

Patients et methodes. - Deux cent dix-huit patients presentant un angor instable (Al) et 
183sujets temoins ont constitue la population d’etude. Les parametres mesures etaient: 
Chomocysteine (Hey), les substances reagissant a I’acide thiobarbiturique (SRATB), la super- 
oxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase (GPx). 

Resul tats. — Notre etude a montre chez les patients coronariens une elevation statisti- 
quement significative de I’Hcy et du taux des SRATB. Les activites antioxydantes etaient 
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significativement diminuees. Nous avons note des correlations negatives statistiquement signi- 
ficatives entre les parametres du stress oxydant (Hey et SRATB), d’une part, et les parametres 
du statut antioxydant (GPx et SOD), d’autre part. 

Conclusion. — Cette etude montre clairement la reduction significative du systeme antioxydant 
avec I’augmentation concomitante des parametres du statut oxydant chez les patients corona- 
riens. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Introduction 

La pathologie coronaire constitue un probleme majeur de 
sante publique de part sa frequence, sa morbi-mortalite 
et ses repercussions socioeconomiques [1], Les syndromes 
coronariens aigus sans sus-decalage du segment ST (SCA 
[ST-]), qui regroupent I’angor instable (Al) et I’infarctus du 
myocarde sans onde Q. (IDM) sont consideres comme une 
cause frequente d’hospitalisation en unites de soins inten- 
sifs cardiologiques avec un risque de deces d’environ 5% en 
periode d’hospitalisation [1,2]. 

En outre, I’atherosclerose coronaire constitue la prin- 
cipale etiologie commune des SCA [3—5]. Plusieurs 
facteurs de risque lui ont ete associes, notamment 
I’hyperhomocysteinemie [6,7], 

Bien que l ’homocysteine (Hey) soit un facteur de risque 
independant de I’atherosclerose, elle est consideree comme 
etant un facteur pro-oxydant largement implique dans la 
genese d’un stress oxydant [6,8]. 

Le stress oxydant se produit lorsqu’il y a un desequilibre 
entre la production des radicaux libres et les defenses anti- 
oxydantes, ce qui produit des degats tissulaires a travers 
les modifications oxydatives des biomolecules cellulaires 
[9,10]. 

Actuellement, il est bien admis que meme si un stress 
oxydant n’est pas une maladie en soi, il constitue un 
terrain favorable au developpement de diverses patholo- 
gies notamment les maladies cardiovasculaires [11]. Ainsi, 
I’implication du stress oxydatif dans la genese et la progres- 
sion de I’AI chronique a ete suggeree [12,13]. 

Dans ce cadre, I’objectif de notre etude etait d’evaluer 
la variation de I’homocysteinemie, du taux des substances 
reagissant avec I’acide thiobarbiturique, de I’activite de 
la superoxyde dismutase (SOD) et de la glutathion peroxy- 
dase (GPx) chez des coronariens tunisiens, d’une part, et 
de verifier les correlations qui existent entre ces differents 
parametres, d’autre part. 


Patients et methodes 
Patients 

Notre etude a porte sur 21 8 patients coronariens hospi- 
talises pour Al (131hommes et 87 femmes) d’age moyen 
51,3 ± 12ans. Ils etaient suivis dans le service de cardiologie 
du CHU Farhat Hached, Sousse. 

Cent quatre-vingt-trois sujets (122hommes et 
61 femmes) d’age moyen 46,2±13,7ans et qui sont 
indemnes de toutes pathologies cardiaque et hepatique, 
constituaient le groupe temoin. 


Une fiche de renseignements a ete etablie pour chaque 
individu pour deceler les facteurs de risque. Les cri- 
teres d’exclusion etaient : maladies inflammatoires, cancer, 
pathologies hepatiques, infections bacteriennes et trauma- 
tismes. 

Chaque participant (patient ou temoin) a signe un 
consentement eclaire. 

Methodes 

Les prelevements sanguins ont ete realises au niveau de la 
veine du pli de coude. Le sang preleve sur un tube contenant 
I’EDTA etait utilise pour le dosage de Phemoglobine (Hb). Un 
tube heparine etait utilise pour I’exploration des parametres 
du statut antioxydant (SOD, GPx). Le sang preleve sur tube 
sans anticoagulant etait utilise pour la determination des 
parametres du statut oxydant (Hey, SRATB). 

Le dosage de I’Hcy a ete realise par une methode 
immunologique par polarisation de fluorescence (FPIA- 
AXym-Abbott-Wiesbaden, Allemagne). 

Les SRATB ont ete determinees par une methode fluori- 
metrique qui repose sur la formation d’un pigment en milieu 
acide et a chaud entre les SRATB et deux molecules d’acide 
thiobarbiturique (TBA). Ce pigment est extractive par les 
solvants organiques. 

L’activite erythrocytaire de la SOD a ete determinee par 
une methode enzymatique colorimetrique a la xanthine oxy- 
dase (Randox, Antrim, Royaume-Uni). L’activite de la GPX 
a ete effectuee par une methode enzymatique a 340 nm 
(Randox, Antrim, Royaume-Uni). 

Nous avons utilise le logiciel SPSS version 11.0 pour les 
calculs et la comparaison des moyennes. 

Les resultats ont ete exprimes en moyenne±ecart-type 
(x±<x). Le seuil de significativite a ete fixe a 5% (p<0,05). 

Resultats 

Les taux des parametres du statut oxydant sont 


presentes dans 

le Tableau 1 . 

Nous avons 

note une 

Tableau 1 Variation des parametres du statut oxydant 
chez les patients et les temoins. 

Population 

Patients 

Temoins 

P 

Parametres 

(n = 21 8) 

(n = 183) 


Hey ( (x mol/L) 

20,55 ± 9,83 

8,22 ± 2,51 

<10~ 3 

SRATB (p, mol/L) 

1,68 ± 0,66 

0,81 ± 0,31 

<10” 3 

Hey: homocysteine; SRATB: substances reagissant avec I’acide 

thiobarbiturique. 
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Tableau 2 Variation des parametres du statut antioxydant 


chez les patients et les temoins. 


Population Patients 

Parametres ( " = 218) 

Temoins p 

(n = 183) 

SOD (U/g Hb) 901 ,97 ± 359,042 
GPx (U/g Hb) 48,98 ± 9,26 

1406,6 ± 590,66 <10- 3 
110,18 ± 28,27 <10- 3 

SOD : superoxyde dismutase ; GPx : 

glutathion peroxydase. 


Tableau 3 Correlations entre les parametres du statut oxy- 
dant et antioxydant. 

SOD 

GPx 


Hey 

r 

-0,647 

-0,644 

P 

<io- 3 

<10~ 3 

SRATB 

r 

-0,662 

-0,673 

P 

<io- 3 

<io- 3 


Hey: homocysteine; SRATB: substances reagissant avec I’acide 
thiobarbiturique ; SOD : superoxyde dismutase ; GPx : glutathion 
peroxydase. 


hyperhomocysteinemie chez nos patients coronariens 
tabagiques par rapport aux temoins. 

Dans notre etude, nous avons note egalement une aug- 
mentation statistiquement significative du taux des SRATB 
chez les patients compares aux temoins. 

Les parametres du statut antioxydant etaient effondres 
chez nos patients compares aux temoins. En effet, nous 
avons note une diminution statistiquement significative 
des activites erythrocytaires des enzymes antioxydantes 
presentes par la SOD et la GPx chez les coronariens 
compares aux temoins (Tableau 2). 

Nous avons egalement trouve des correlations entre les 
differents parametres du stress oxydant chez nos patients 
coronariens. En effet, nous avons remarque une correla- 
tion positive statistiquement significative entre I’Hcy et les 
SRATB (r = 0, 875; p< 10- 3 ). 

La correlation entre I’activite de la SOD et la GPx est 
positive statistiquement significative (r = 0,61 2, p< 1 0 3 ). 

En revanche, nous avons note des correlations negatives 
statistiquement significatives entre les parametres du stress 
oxydant (Hey et SRATB), d’une part, et les parametres du 
statut antioxydant (GPx et SOD), d’autre part (Tableau 3). 

Discussion 

Bien que I’Hcy soit un facteur de risque independant de 
I’atherosclerose, elle est consideree comme etant un fac- 
teur pro-oxydant largement implique dans la genese d’un 
stress oxydant [6,14], 

En effet, des concentrations elevees en Hey provoquent 
une atteinte des cellules endotheliales (CE) par la diminu- 
tion de la biodisponibilite du monoxyde d’azote (NO°) et 
affecte ainsi la vasomotricite dependante de I’endothelium. 
Cet effet nefaste d’hyperhomocysteinemie s’explique par 
la formation du peroxynitrite (ONOO°) tres toxique, genere 


lors de la reactivite du NO° avec I’anion superoxyde (0 2 °) 
[6,15-17], 

En outre, Cheng et al. [18] ont demontre que 
I’homocysteine presente des proprietes pro-inflammatoires 
(stimulation des 11-1, des 11-6 et des 11-8) a la fois vis-a-vis 
des CE et des cellules musculaires lisses. Elle augmente 
I’adhesion et la transmigration des leucocytes en stimulant 
I’expression de molecules d’adhesion et en diminuant la 
production de NO° au niveau endothelial. 

Par ailleurs, des etudes ont montre qu’une hyperhomo- 
cysteinemie entraine une baisse de I’activite de la GPX des 
CE, augmentant ainsi la teneur intracellulaire en peroxyde 
d’hydrogene (H 2 0 2 ), en peroxydes organiques et en peroxy- 
nitrite qui sont habituellement detruits par la GPX [6]. Par 
consequent, I’hyperhomocysteinemie peut favoriser la pro- 
duction des radicaux hydroxyles, initiateurs connus de la 
peroxydation lipidique [8]. 

Dans notre etude, I’elevation du taux des SRATB chez 
nos patients coronariens reflete le degre de peroxydation 
lipidique myocardique. Nos resultats sont en accord avec 
les donnees de la litterature [19—21], 

Dubois-Rande et al. ont suggere que le degre de 
I’alteration oxydative du myocyte observee lors de I’AI est 
proportionnel aux taux des SRATB. Par consequent, la varia- 
tion de la concentration des MDA peut etre utilisee comme 
un marqueur pronostique [21—23], D’ailleurs, Holvet et al. 
ont souligne que des taux eleves des SRATB sont associes a 
la severite des SCA [19]. 

Plusieurs auteurs ont propose que I’hyperhomocy- 
steinemie et la peroxydation lipidique jouent un role 
important dans la genese du processus atheromateux et 
les maladies cardiovasculaires [15,21]. Dans notre etude, 
les patients souffrant d’un Al presentaient une elevation 
concomitante de I’Hcy et des SRATB, ce qui constitue un 
reflet indirect de la potentialisation des effets nefastes 
des especes reactives de I’oxygene (ERO) produits lors de 
I’ischemie et de I’auto-oxydation de I’Hcy. 

En effet, I’auto-oxydation de I’Hcy est a I’origine de 
la production des ERO dont la cible privilegiee est les 
acides gras polyinsatures des LDL. Les LDL-ox seront a 
I’origine des evenements cellulaires et moleculaires inter- 
venant dans le developpement des lesions atheromateuses 
[6,14,24], 

Par ailleurs, notre etude a revele une correlation posi- 
tive statistiquement significative entre la SOD et la GPx. 
Nos resultats ne different pas des autres etudes [25,26]. 
En effet, la SOD catalyse la dismutation de l’0 2 ° en H 2 0 2 . 
Elle permet egalement d’eviter la formation de derives plus 
toxiques comme le ONOO°, mediateur important de la per- 
oxydation lipidique et la nitration proteique [9,23]. Les GPx 
reduisent les peroxydes d’hydrogenes et les hydroperoxydes 
respectivement en eau et en alcool en radical hydroxyl (OH°) 
[27,28]. Cependant, ces effets benefiques de ces enzymes 
antioxydantes sont absents lors de I’AI, ce qui corrobore nos 
hypotheses. 

D’ailleurs, des correlations negatives statistiquement 
significatives entre les SRATB et les enzymes antioxydantes 
(SOD et GPx) ont ete montrees dans notre etude. Ainsi, Mot- 
ghare et al. [29] ont prouve que la peroxydation lipidique 
est exageree au cours de I’ischemie myocardique, avec une 
diminution concomitante en enzymes antioxydantes, notam- 
ment la GPX [29,30], 
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En outre, les correlations negatives statistiquement signi- 
ficatives entre Hey et SOD, d’une part, et entre Hey et 
GPx, d’autre part, s’explique par le fait que l ’homocysteine 
inhibe en partie I’activite antioxydante de la cellule [31]. 

Tous ces resultats permettent de conclure que la surpro- 
duction d’ERO depasse la capacite antioxydante chez nos 
patients souffrant d’AI. Ce desequilibre prolonge et perma- 
nent du stress oxydant est associe a devolution de la maladie 
vers un stade chronique. 

Conclusion 

Notre etude illustre clairement que dans les syndromes coro- 
nariens ischemiques, il y a une reduction significative du 
systeme antioxydant avec I’augmentation concomitante des 
parametres du statut oxydant. 

Declaration d’interets 

Les auteurs declarent ne pas avoir de conflits d’interets en 
relation avec cet article. 

Remerciements 

Nous tenons a remercier tous les personnels du laboratoire 
de biochimie et du service de cardiologie, CHU F. Hached de 
Sousse pour leurs cooperation et aides tres precieuses. 

References 

[1] Steg PG, Benamer H. Angor instable. Introduction. Ann Cardiol 
Angeiol (Paris) 2001;50:357-8. 

[2] Debierre V, Longo C, Potel G. Prise en charge du syndrome 
coronarien aigu a domicile. Urgence Prat 2005;70:37-9. 

[3] Duriez P. Mecanisme de formation de plaque d’atherome. Rev 
Med Interne 2004;25:3-6. 

[4] Goran K. Inflammation, atherosclerosis, and coronary artery 
disease. N Engl J Med 2005;352:1685-95. 

[5] Dickson CB, Gotlib AL. Towards understanding acute desta- 
bilization of vulnerable atherosclerotic plaques. Cardiovasc 
Pathol 2003;12:237-48. 

[6] Guillard J, Favier A, Potier G, Galan P, Hercberg S. 
L’hyperhomocysteinemie : facteur de risque cardiovasculaire 
ou simple marqueur. Pathol Biol 2003;51 : 1 01 — 10. 

[7] Ana I, Mendonca I, Guerra G, Brion M, Reis Roberto P, Caracedo 
A, et al. Methylene tetrahydrofolate reductase gene homocy- 
steine and coronary artery disease: the A 1298 polymorphism 
does motter influence from a case study. Thromb Res 
2008;22:37-45. 

[8] Cavalca V, Cighetti G, Bamonti F, Loaldi A, Bortone L, Novem- 
brino C, et al. Oxidative stress and homocysteine in coronary 
artery disease. Clin Chem 2001;47(5):887-92. 

[9] Elahi MM, Matata BM. Free radicals in blood: evolving concepts 
in the mechanism of ischemic heart disease. Arch Biochem 
Biophys 2006;450(1):78-88. 

[10] Morena M, Martin-Mateo M, Cristol JP, Canaud B. Stress oxy- 
dant, hemo-incompatibilite et complications de la dialyse au 
long cours. Nephrologie 2002;23:201-8. 


[11] Defraigne J, Pincemail J. Stress oxydant et antioxydants : 
mythes et realites. Rev Med Liege 2008;63:10-9. 

[12] Teiger E. Physiopathologie de I’angor instable. Ann Cardiol 
Angeiol (Paris) 2001;50:359-65. 

[13] Serdar Z, Aslan K, Dirican M, Sarandol E, Yesilbursa D, Ser- 
dar A. Lipid and protein oxidation status in patients with 
angiographically proven coronary artery disease. Clin Biochem 
2006;39(8):794— 803. 

[14] Wang H, Tan H, Yang F. Mechanisms in homocysteine-induced 
vascular disease, ddmec 2005;2(1 ):25 — 31 . 

[15] Singh U, Jialal I. Oxidative stress and atherosclerosis. Patho- 
physiol 2006; 1 3(3): 1 29 — 42. 

[16] Austin RC, Lentz SR, Werstuck GH. Role of hyperhomocysteine- 
mia in endothelial dysfunction and atherothrombotic disease. 
Cell Death Differ 2004;1:S56-64. 

[17] Nassem KM. The role of nitric oxide in cardiovascular disease. 
Mol Aspects Med 2005;26(1 — 2): 33— 65. 

[18] Cheng J, Kaplowitz N. Hyperhomocysteinemia, endoplas- 
mic reticulum stress, and alcoholic liver injury. WGJ 
2004; 10(1 2): 1699— 708. 

[19] Holvoet P, Collen D, Van de Werf F. Malondialdehyde- 
modified LDL as a marker of acute coronary syndromes. JAMA 
1999;281 (18): 171 8— 21 . 

[20] Karatzis E, Lekakis J, Papamichael Ch, Andreadou I, Cimpo- 
neriu A, Aznaouridis K, et al. Rapid effect of pravastatin on 
endothelial function and lipid peroxidation in unstable angina. 
Int J Cardiol 2005;101:65-70. 

[21] Kotur-Stervuljevic J, Memon L, Stefanovic A, Spasic S, 
Spasojevic-Kalimanovska V, Bogavac-Stanojevic N, et al. Cor- 
relation of oxidative stress parameters and inflammatory 
markers in coronary artery disease patients. Clin Biochem 
2007;40:181-7. 

[22] Michel F, Bonnnefont-Rousselot D, Mas B, Drai J, Therond P. Bio- 
marqueurs de la peroxydation lipidique : aspects analytiques. 
Ann Biol Clin 2008;66(6):605-20. 

[23] Del Rio D, Stewart AJ, Pellegrini N. A review of recent studies 
on malondialdehyde as toxic molecule and biological mar- 
ker of oxidative stress. Nutr Metab Cardiovasc Dis 2005; 1 5(4): 
316-28. 

[24] Leopold JA, Loscalzo J. Oxidative mechanisms and athero- 
thrombotic cardiovascular disease, ddst 2008;5(1 ):5 — 12. 

[25] Pandey NR, Kaw G, Chandara M, Sanwal GG, Misra MK. Enzy- 
matic oxidant and antioxidants of human blood platelets 
in unstable angina and myocardial infarction. Int J Cardiol 
2000;76(1 ):33— 8. 

[26] Vijayasarathy K, Shanthi NK, Sastry BK. Melatonin metabolite 
6-Sulfatoxymelatonin, Cu/Zn superoxide dismutase, oxidized 
LDL and malondialdehyde in unstable angina. Int J Cardiol 
201 0; 1 44(2) : 31 — 7. 

[27] Sorg O. Oxidative stress: a theoretical model or a biological 
reality. C R Biol 2004;327:649-62. 

[28] Joanny Menvielle-Bourg F. Superoxide Dismutase (SOD), a 
powerful antioxidant, is now available orally. Phytotherapie 
2005;3:1-4. 

[29] Motghare KS, Bhutey A, Murrhar BB, Madhur G, Meshram 
AW, Balsubramanium Y. Lipid peroxidation and glutathione 
peroxidase in ischemic disease. Indian J Clin Biochem 
2001 ;16(2):213 — 5. 

[30] Roussel AM, Ferry M. Effect of myocardial infarction on ery- 
throcytic glutathione peroxidase 1 activity and plasma vitamin 
E levels. Am J Cardiol 2009;103:471-5. 

[31] Rickenbacher P. Insuffisance cardiaque : epidemiologie, patho- 
physiologie. Swiss Med F 2001 :4-9. 


Immuno-analyse et biologie specialisee (2013) 28, 43—50 



efigt aatir 

ELSEVIER 

MASSON 


Disponible en ligne sur 


Elsevier Masson France 


SciVerse ScienceDirect 

www.sciencedirect.com 


EM con suite 


www.em-consulte.com 



ARTICLES ORIGINAUX OU DE RECHERCHE 

Soluble human leukocyte antigen-G (sHLA-G) in 
follicular fluid and embryo culture medium and its 
impact on pregnancy prediction in IVF-ICSI treatment 

Determination de l’ antigene HLA-G soluble dans le liquide folliculaire et 
dans le milieu de culture d’embryons comme indicateur du succes d’un 
traitement par FIV-ICSI 

D.M. Wunder 3 , M.H. Birkhauser b , N.A. Bersinger b * 


a Department of Obstetrics and Gynaecology, University Hospital CHUV, Lausanne, Switzerland 

b Department of Obstetrics and Gynaecology, Inselspital, University of Berne, Effingerstrasse 102, 3010 Berne, Switzerland 
Received 7 September 2012; accepted 23 October 2012 


KEYWORDS 

sHLA-G; 

IVF-ICSI; 

Outcome; 

Follicular fluid; 

Embryo culture 

medium; 

Pregnancy 


Summary In IVF around 70% of embryos fail to implant. Often more than one embryo is trans- 
ferred in order to enhance the chances of pregnancy, but this is at the price of an increased 
multiple pregnancy risk. In the aim to increase the success rate with a single embryo, research 
projects on prognostic factors of embryo viability have been initiated, but no marker has found 
a routine clinical application to date. Effects of soluble human leukocyte antigen-G (sHLA-G) on 
both NK cell activity and on Thl /Th2 cytokine balance suggest a role in the embryo implantation 
process, but the relevance of sHLA-G measurements in embryo culture medium and in follicular 
fluid (FF) are inconsistent to date. In this study, we have investigated the potential of sHLA-G in 
predicting the achievement of a pregnancy after IVF-ICSI in a large number of patients (n = 221 ). 
sHLA-G was determined in media and in FF by ELISA. In both FF and embryo medium, no signifi- 
cant differences in sHLA-G concentrations were observed between the groups "pregnancy” and 
"implantation failure”, or between the groups "ongoing” versus "miscarried pregnancies”. 
Our results do not favour routine sHLA-G determinations in the FF nor in embryo conditioned 
media, with the current assay technology available. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 
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Resume En cas de traitement par la fecondation in vitro (FIV), plus de 70% des embryons 
n’arrivent pas a s’implanter dans la matrice de I’uterus. Dans la plupart des cas, plus d’un 
embryon est done transfere mais cela augmente le risque de grossesses multiples. Dans le 
but d’ameliorer les chances de grossesse avec le transfert d’un seul embryon, des projets 
de recherche sur des facteurs predictifs et sur la viabilite des embryons ont ete poursuivis 
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mais, a ce jour, aucun marqueur n’a pu etre applique dans la pratique clinique. Les effets de la 
Liquide folliculaire ; forme soluble de I’antigene HLA-G (sHLA-G) sur les cellules immunitaires NK et la balance des 

Milieu de culture ; cytokines Thl /Th2suggerent un role du sHLA-G dans le processus d’implantation de I’embryon. 

Grossesse Neanmoins, I’utilite des mesures du sHLA-G dans les milieux de culture d’embryons (MCE) et 

dans le liquide folliculaire (LF) reste sujette a des controverses. Dans cette etude, le potentiel 
du sHLA-G, determine par Elisa dans le LF et dans le MCE, pour la prediction de grossesse a 
ete investigue dans une cohorte de 221 patientes traitees par FIV-ICSI. Dans les deux sources 
(MCE et LF), il n’y avait aucune difference significative de la concentration de sHLA-G, ni 
entre les groupes des «grossesses (implantations) » et «echec d’implantation*, ni entre ceux 
des grossesses portees a terme et des fausses-couches. Nous concluons qu’avec la technologie 
d’aujourd’hui, nos resultats ne sont pas en faveur de I’utilite d’une determination de la mesure 
du sHLA-G dans les traitements FIV-ICSI en cours. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Introduction 

The mechanism of human embryo implantation in the 
endometrium is still poorly understood in spite of very active 
research going on in this field. The large majority of embryos 
(> 70%) still fail to implant. In this context, in most cases 
of in vitro fertilization (IVF) and intra-cytoplasmatic sperm 
injection (ICSI) treatments, more than one embryo is trans- 
ferred in order to enhance the chances of pregnancy. The 
major drawback of this handling is the high risk of mul- 
tiple, mostly twin but especially triplet (and quadruplet) 
pregnancies. Multiple pregnancies are known to provoke an 
increased foetal and maternal morbidity as well as mor- 
tality. To avoid these severe complications, many research 
projects on prognostic factors of embryo viability have been 
developed [1,2]. 

Many studies have shown that embryo quality could 
be assessed by morphological criteria (cell number, cleav- 
age stage, anucleate cell fragments, thickness of the zona 
pellucida, etc.). However, embryo quality is not strictly cor- 
related with embryo viability and implantation potential 
[3—5], Thus, other ways to better assess the prognosis of 
implantation of an individual embryo have to be explored 
in order to offer equal chances of pregnancy with the 
transfer of one single embryo presenting a high implanta- 
tion potential. Several research projects have been going 
on, investigating the metabolism of the cultured embryos 
[6—8], the secretion of proteins into the culture media [9], 
gene expression in follicular granulosa cells [10] as well as 
the regulation of several molecules [11,12]. However, no 
metabolite has yet found routine clinical application for 
embryo selection to date. 

In this study, we have investigated the potential of sol- 
uble human leukocyte antigen-G (sHLA-G) in predicting the 
achievement of a pregnancy after IVF-ICSI. HLA-G belongs 
to the non-classical class I major histocompatibility com- 
plex (MHC), located on chromosome 6. MHC genes seem to 
influence development and reproduction, but also the occur- 
rence of repeated spontaneous miscarriages in humans [13]. 
The antigen exists in four membrane-bound (HLA-G1, G2, 
G3 and G4) and three soluble (HLA-G5, G6 and G7) isoforms. 
Effects of HLA-G on both Natural Killer (NK) cell activity [14] 
and on Th1/Th2 cytokine balance [15] have been shown, 


suggesting a role in the embryo implantation process. As 
HLA-G is widely expressed in pregnancy, an important role in 
the maternal-foetal relationship has been attributed to this 
molecule. HLA-G is expressed in pre-implantation embryos, 
in chorionic foetal endothelium, in amniocytes as well as in 
the extravillous trophoblast of the placenta where it is the 
major representative of HLA [16—21]. Located on the tro- 
phectoderm (the precursor of the placenta) of the embryo, 
HLA-G is a potentially interesting marker for embryo devel- 
opment, and its soluble form may thus be determined for the 
assessment of the chances for a successful implantation. An 
extensive review, in which the roles, functions and poten- 
tial applications of this molecule are assessed, has recently 
been published [22]. 

HLA-G has been investigated in this context since 1996 
[23]; it has also been detected in embryo culture medium 
[18,24]. Results concerning the relevance of sHLA-G mea- 
surements in culture medium are inconsistent to date. 
While several studies found a statistically significant differ- 
ence between HLA-G-positive and HLA-G-negative embryo 
media for the achievement of a pregnancy [25,26] and even 
found embryo implantation occurring exclusively in sHLA- 
G-positive supernatants [27,28], others could not confirm 
these findings [29], One study could not even detect HLA-G 
in any culture medium [30]. Concerning the relationship of 
sHLA-G production and embryo morphology, results in litera- 
ture are controversial as well. While some authors could not 
find any correlation between embryo score and sHLA-G pro- 
duction [28], others showed that pregnancy success rates 
were superior and miscarriage rates lower when embryo 
selection was based on Embryo Score together with sHLA-G 
[31]. 

The reports in the literature are similarly controversial 
regarding the relevance or even the presence of sHLA-G in 
the follicular fluid (FF). One group [32] could not detect 
sHLA-G in the FF while others clearly demonstrated its pres- 
ence in this compartment together with a positive outcome 
prediction [33,34]. 

The aim of the present study was to assess the rele- 
vance of the presence of sHLA-G in FF and in embryo 
conditioned culture medium for predicting the outcome of 
IVF-ICSI treatment towards pregnancy success, and to com- 
pare the validity of HLA-G with other prognostic parameters. 
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Materials and methods 

Patients, IVF/ICSI treatment, and sample collection 

In order to have a most uniform and homogenous study 
population, the study included 221 consecutive patients 
who underwent IVF treatment with ICSI for male factor 
in our department, had a long protocol stimulation reg- 
imen, and who had an embryo transfer on day 3 after 
oocyte pick-up (OPU). Inclusion criteria were a patient age 
of maximum 42 years and the absence of abnormal pre- 
treatment hormonal values, gynaecological ultrasound and 
cervical smear results, the absence of acute or chronic infec- 
tious diseases of the woman and/or her partner, of severe 
psychiatric illnesses, or being a carrier of severe genetic 
diseases and the availability of at least one embryo for 
embryo transfer and written informed consent. The present 
study was approved by the ethical committee of the Uni- 
versity of Berne. The ovarian stimulation regimen was done 
by the long protocol and downregulation was started in 
the previous late luteal or in the early follicular phase, 
and achieved with Triptorelin 0.1 mg/day s.c. (Decapeptyl®, 
Ferring pharmaceuticals, Wallisellen, Switzerland). Stimu- 
lation was initiated after sonographic exclusion of ovarian 
cysts, absence of pregnancy and absence of follicular 
activity (estradiol (E 2 ) < 130pmol/L) with recombinant Fol- 
licle Stimulating Hormone (rFSH; Gonal F®, Merck Serono, 
Geneva, Switzerland; Puregon®, Essex, Pfaffikon, Switzer- 
land) or with urinary Human Menopausal Gonadotropin 
(HMG; Menopur®, Ferring pharmaceuticals, Wallisellen, 
Switzerland). Follicular maturation was assessed with ultra- 
sound and estradiol measurements. When at least three 
follicles exceeded 17 mm of diameter and the estradiol 
concentration per mature follicle was at least lOOOpmol/L, 
ovulation was induced with human Chorionic Gonadotropin 
(hCG; Pregnyl®, Essex, Pfaffikon, Switzerland). Oocyte and 
FF recovery was performed 35 to 36 hours later by needle 
aspiration, with transvaginal ultrasound guidance and under 
routine intravenous sedation. FF from individual follicles 
was pooled and centrifuged for 10 min at 500 g. The super- 
natants were stored at -30 °C until analysed further. FF 
fractions with massive blood contamination were excluded. 

ICSI was performed 3 to 6 hours after OPU and fertiliza- 
tion was assessed 17 hours after ICSI, in the pronuclear (PN) 
stage. According to the Swiss law of reproductive medicine, 
embryo selection and embryo cryopreservation are forbid- 
den, making the single embryo transfer, as it is practiced 
in northern countries (Sweden, Belgium, etc.), impossible. 
One (n = 41), two (n = 174), or three (n = 5) of these fertilized 
cells with the highest score in the PN stage were selected 
for embryo culture and transfer; the remaining PN stage 
cells were cryopreserved according to the Swiss law. The 
selected PN cells were cultured at 37 °C in fresh C0 2 equili- 
brated IVF medium (Vitrolife®, Goteborg, Sweden). A single, 
pooled microdroplet culture was set up for each patient in 
order to keep the volume of medium per embryo as low as 
possible. Embryo transfer was performed 3 days after ICSI 
in all cases. The Embryo Score was calculated by multiply- 
ing the number of blastomeres and the relative proportion of 
anucleate cell fragments (< 10% fragments, grade 4; 10—20% 
fragments, grade 3; 20—30% fragments, grade 2; > 30% 


fragments, grade 1 ). The Cumulated Embryo Score (CES) was 
defined by adding up the individual scores of the transferred 
embryos for each patient. On the day of transfer, 10 pi of 
embryo conditioned medium were collected from the 20 pL 
microdroplet culture for technical reasons, in order to cre- 
ate a population of uniformly diluted samples, containing 
50% of the protein. These samples were stored at -20 °C, 
after dilution into 90 pL of blank cleavage medium to min- 
imise the risk of evaporation, until testing for the presence 
of sHLA-G in batches. Care was taken to avoid any carryover 
of oil into the medium. 

sHLA-G determination in follicular fluid and 
embryo culture medium 

sHLA-G was quantified using the microplate ELISA method 
marketed by Bio Vendor— Exbio Praha, Brno, Czech Republic. 
The assay is based on a "sandwich” method, using a mouse 
monoclonal anti-sHLA-G antibody as a capture and a peroxi- 
dase labelled monoclonal anti-human (32-microglobulin as a 
detection antibody. The protocol provided by the manufac- 
turer was followed, with the following slight modifications 
made in order to increase the sensitivity: 

• the first antigen/antibody incubation was for 90 minutes 
at 30 °C, with shaking at 300 rpm; 

• the second antibody (conjugate) incubation was for 
60 minutes at 30 °C (with shaking); 

• the incubation with the TMB substrate was for 30 minutes 
at room temperature, in the dark. 

All FF and medium supernatant samples were introduced 
without further dilution (50 pL per well). The functional sen- 
sitivity of the assay was I.OU/mL. Intra- and inter-assay 
coefficients of variants at 10— 12U/mL were 5.0 and 12.3%, 
respectively. sHLA-G values were expressed as returned 
from the standard curve after cubic spline smoothing for 
follicular fluid, i.e. in concentration U/mL, and converted 
to the total amount in the sample (200 pL) for the embryo 
conditioned media, resulting in a detection limit of 0.2 U. 

Measurement of steroid hormones, AMH, inhibin B 
and leptin in follicular fluid 

The ovarian steroid hormones 17(3-estradiol and proges- 
terone were determined by radioimmunoassay, using the 
coated tube methodology Coat-a-count® assays from DPC, 
USA (Buhlmann Laboratories, Allschwil, Switzerland). Anti- 
Mullerian hormone (AMH) and inhibin B were determined as 
previously described for follicular fluid [35]. The microplate 
ELISA assay for leptin was developed in our laboratory for 
both serum and follicular fluid and performed as described 
[36]. 

Statistical analysis 

Between the different outcome groups the pre-treatment 
parameters (age, BMI, basal FSH) and the results (total 
oocytes, mature oocytes, fertilized oocytes, number of 
embryos transferred, cumulative embryo score, sHLA-G, 
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AMH, leptin, inhibin B and steroid hormone levels) were 
compared by Student t - test or non-parametrically by Mann- 
Whitney U test, depending on their Gaussian distribution. 
Correlations of sHLA-G in serum and follicular fluid were 
assessed by Spearman rank correlation analysis. A P-value 
of 0.05 or less was considered as statistically significant. 

Results 

Clinical data 

The mean age for the whole study population was 34.1 years 
(SD, 4.4). The pregnancy rate per transfer was 29% and 
the miscarriage rate 33%. In one case an ectopic pregnancy 
occurred; this was removed from the subsequent analysis. 
Of the ongoing pregnancies, 93% were singleton and 7% were 
twin; no triplet pregnancy occurred as a consequence of the 
low number of embryos transferred (Mean, n = 1 .8). Table 1 
shows the characteristics of the study population. The age of 
the women was significantly lower and the CES significantly 
higher in the group of patients with pregnancies compared 
with implantation failure. 

Concentrations of soluble HLA-G, AMH, inhibin B, 
estradiol, progesterone and leptin in follicular fluid 
and medium 

The results of the measurements in follicular fluid 
and culture medium are given in Table 2. No signifi- 
cantly different sHLA-G concentrations between the groups 
"pregnancy” (all pregnancies) and "implantation failure”, 
or between the groups "ongoing” versus "miscarried preg- 
nancies” were observed, and this was the case for both 
FF and embryo conditioned culture medium (Table 2). With 
the assay sensitivity of 1 U/mL sHLA-G was more frequently 
detected in the FF (182/200 = 83%) than in the conditioned 
media (166/220 = 75%). The median concentration over all 
samples was 15.0 U/mL (range <5 to 113) in the follicular 


fluid, and the median amount of the antigen in the embryo 
conditioned medium was 1.57U (range < 0.2 to 38). Analyses 
to identify the question of a FILA-G production of a single 
embryo and the possible impact in comparing the differ- 
ent groups (1, 2, 3 embryos transferred) have been made; 
the comparison in the embryo culture medium between the 
different groups showed a clear trend (without reaching sta- 
tistical significance) of a higher sFILA-G-production in the 
case of a higher number of embryos transferred. On the 
other hand, no difference in the sHLA-G level was observed 
in the follicular fluid as a function of the number of embryos 
transferred later. 

Correlations 

A significant correlation (P = 0.0093, Spearman Rank Corre- 
lation) was observed, over all patients, between the sFILA-G 
concentration in the FF and the one measured in the embryo 
conditioned culture medium (Fig. 1). In the follicular fluid, 
no correlations between the concentrations of sHLA-G and 
the examined steroid and protein hormones were found. 

Discussion 

The usefulness of the determination of FILA-G in FF and/or 
embryo conditioned culture medium as a non-invasive, 
sensitive and specific diagnostic marker for implantation 
capability is much debated. To the best of our knowledge, no 
study has shown that sHLA-G production was directly influ- 
enced by maternal age. However, the parameters maternal 
age, total/mature/fertilized oocytes and CES are known to 
be higher in the patients having a pregnancy later on. This 
was also the case in the population studied here. 

It is important to consider the origin of the sHLA-G 
present in embryo conditioned media. As it is known that the 
human embryonic genome is not switched on before 2 days 
after fertilization [37], the embryo can theoretically pro- 
duce its own HLA-G only from the four- to the eight-cell 
stage onwards. The results of our study confirm an sHLA-G 


Table 1 Characteristics of the study population. 

Parameter 

A: ongoing 

B: 

C: implanta- 

P-value 

P-value 


pregnancy 

miscarriage 

tion failure 

(A + B) 

A vs. B 


(n = 42) 

(n- 21 ) 

(n = 157) 

vs. C 


Age (years) 

32.8±4.0 

34. 0± 5.2 

34.5 ±4.4* 

0.0419* 

0.2959 

BMI (kg/m 2 ) 

23.7 ± 3.3 

22.2±2.9 

23.3 ±4.1 

0.8019 

0.0874 

Basal FSH (U/L) 

8.25 ±3.60 

8.24± 2.86 

8.27 ± 3.29 

0.9733 

0.9944 

Total oocytes 

9.8 ± 4.7 

1 0.0 ± 5.3 

7.6±4.6 

0.0013* 

0.8566 

Mature oocytes 

7.4± 3.5 

6.8 ± 3.0 

5.5 ± 3.3 

0.0007* 

0.5228 

Fertilized oocytes 

5.5± 3.0 

5.3±2.8 

4.2±2.9 

0.0048* 

0.7362 

Fertilization 

75.2 ± 17.5 

75. 9± 17.2 

77.5 ±20.7 



rate (%) 






Number of 

1.98 ±0.35 

1.90 ±0.44 

1.79 ±0.44 

0.0105* 

0.4840 

embryos 






transferred 






CES 

49.8 ± 12.7 

52.2 ±11.6 

40. 0± 15.2 

<0.0001* 

0.4741 

Values are means ±SD. BMI: Body Mass Index; FSH : Follicle Stimulating Hormone; CES: Cumulated Embryo Score; *: statistically significant 

differences (Student t-test). 
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Table 2 Concentrations/absolute amounts of soluble HLA-G (follicular fluid and culture medium), AMFI, inhibin B, estradiol, 
progesterone and leptin (follicular fluid). 


Parameter 

A: ongoing 
pregnancy 
(n = 42) 

B: 

miscarriage 
(n = 22) 

C: implanta- 
tion failure 
(n = 157) 

P-value 
(A+B) vs. C 

P-value 

A vs. B 

sHLA-G (units, CM) 

0.80 (0.2-15.3) 

3.00 (0.2-13.1) 

1.65 (0.2-38.0) 

0.3237 

0.4095 

sHLA-G (U/mL, FF) 

18.3 (5.0-65.2) 

17.2 (5.0-46.5) 

14.1 (5.0-113) 

0.0782 

0.9477 

AMH (ng/mL, FF) 

3.29 (0.97-80.5) 

4.22 (1.18-12.1) 

2.53 (0.35-51.6) 

0.0100* 

0.8554 

Inhibin B (ng/mL, FF) 

40.0 (8.9-150) 

56.3 (8.2-113) 

36.7 (0.53-122) 

0.0100* 

0.1351 

Estradiol (nmol/L, FF) 

951 (350-2572) 

973 (209-2213) 

898 (128-3545) 

0.1676 

0.9709 

Progesterone (fjimol/L, FF) 

29.7 (13.5-57.9) 

30.5 (11.3-64.7) 

32.8 (1.84-119) 

0.1735 

0.7429 

Leptin (ng/mL, FF) 

13.0 (3.2-79.1) 

12.0 (3.5-47.7) 

16.2 (2.0-68.9) 

0.0364* 

0.3287 

Values are median and range. 

CM: culture medium; FF; follicular fluid; AMH: anti-Mullerian hormone; *: 

statistically significant differences 


(Mann-Whitney U test). 


production by the embryo at this stage. Until now, it is 
not resolved whether the moment of FILA-G production ini- 
tiation is more important for the success of implantation 
than is the amount of HLA-G produced, first exposed at 
the surface of the embryo and then released to be effec- 
tive in a concentration-dependent fashion. Noci et al. [28] 
showed that the absence of sHLA-G in supernatants of IVF 
embryo medium has a 100% negative predictive value for 
clinical pregnancy. The positive predictive value, on the 
other hand, was very low (9.4%). Another study [29], how- 
ever, showed pregnancies and live births in six out of 37 
HLA-G-negative cycles, but the miscarriage rate in this study 
was much higher in the HLA-G negative group (25%) com- 
pared to the positive one (11%). They also found that the 
combination of sHLA-G presence and cleavage rate were 
most predictive of pregnancy. Their interpretation of this 
finding was that HLA-G, secreted by embryos, could enhance 


Soluble HLA-G in Day 3 Conditioned 
Embryo Medium and Follicular Fluid 



Embryo Conditioned Medium (Total Units) 

Figure 1 Correlation between the sHLA-G concentrations 
measure in the follicular fluid and in the embryo conditioned 
culture medium across all patients. The association is sta- 
tistically significant (P = 0.0093 by Spearman Rank Correlation 
Analysis). 


embryo development and would be an explanation for why 
the cleavage rate is improved when embryos are cultured in 
groups [38,39]. Factors that can explain the different study 
results can be the standard of the different immunoassays, 
detection limit, reproducibility, as well as sensitivity and 
specificity. 

Other factors can also influence the results, for exam- 
ple, the different techniques of embryo culture (type of 
medium, individual or pooled culture, day of sample col- 
lection) or the method of sample preservation to prevent 
degradation. It has to be stressed that one study showed big 
variations of sHLA-G concentrations in embryo supernatants 
comparing one infertility centre with another [40]. Possible 
explanations are differences in culture media, in conditions 
of assisted reproductive technologies and in technical pro- 
cedures (IVF versus ICSI). Investigating ICSI cycles only, an 
association between the presence of HLA-G in embryo con- 
ditioned medium and the occurrence of a clinical pregnancy 
was observed in a recent study using an assay with increased 
sensitivity [41]. The controversial study results in the lit- 
erature, however, question the utility of the marker, and 
our study results presented here similarly do not favour the 
application of this marker in daily practice. 

Regarding sHLA-G in the FF, the information in the lit- 
erature is contradictory as well. From a theoretical point 
of view, it would be conceivable to have better outcome 
results with embryos derived from oocytes recovered from 
sHLA-G positive FF since this compartment is an essential 
and specific microenvironment for the regulation of ovar- 
ian function, and the granulosa cells provide growth factors 
to the oocytes in order to sustain their development. In this 
context, HLA-G secretion by the granulosa cells play a role in 
the maturation process of the oocyte. Van Lierop et al. [32], 
however, found FF (and pre-implantation embryo culture 
supernatants) to be negative for sHLA-G, but a different 
assay method and different antibodies were used— possibly 
resulting in a lower sensitivity. His results are clearly in con- 
trast with most of the other publications. Rizzo et al. [33] 
demonstrated the presence of sHLA-G in FF, HLA-G1 on poly- 
morphonuclear cells and HLA-G5 in granulosa cells. Findings 
from another publication, however, showed no sHLA-G pro- 
duction from immature cumulus-oocyte complexes and a 
positive correlation of sHLA-G production with the quality 
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of the cumulus-oocyte complexes [34]. Our study, with a 
large number of patients, did neither show any differences in 
HLA-concentrations in FF between the groups "pregnancy” 
versus "implantation failure”, nor differences between the 
different groups with one, two or three embryos transferred. 

The correlations of sHLA-G concentrations in FF and the 
corresponding embryo culture medium are under debate, 
too. One study [33] has found a significant correlation, oth- 
ers did not [42,43]. 

Moreover, two studies examining the secretion of HLA- 
G and pre-implantation genetic diagnosis (PGD) results 
found no significant difference in sHLA-G secretion between 
normal embryos and those diagnosed as chromosomally 
abnormal [43,44]. This would mean that the presence of 
measurable sHLA-G does not indicate chromosome normal- 
ity, which is again in disfavour of performing routine sFILA-G 
determinations. 

One meta-analysis concerning the accuracy of sFILA-G 
for predicting pregnancy has been performed [45] and the 
results are the following: the measurement of sHLA-G in the 
embryo culture supernatant should be performed only after 
the activation of the genome (from day 3 on), sFILA-G alone 
is not a valid selection criterion (selection should still be 
done by morphological criteria) and the diagnostic perfor- 
mance of sFILA-G is better in the presence of good quality 
embryos. 

Interestingly, the study of Tabiasco et al. [40], from the 
only centre reporting a statistically significant association 
between sFILA-G positive embryo culture supernatants and 
implantation rates, included only ICSI cycles. Our study also 
included only ICSI cycles, but our results did not turn out to 
be the same. 

FILA-G has also been detected in the serum of non- 
pregnant and pregnant women [46]. Interestingly, serum 
concentrations of sHLA-G did not differ between the two 
groups and it was postulated that peripheral blood mono- 
nuclear phagocytes and T and B cells would be the sources 
of sHLA-G in non-pregnant women. The finding of sFILA-G in 
the blood of non-pregnant women is intriguing because it 
could be hypothesised that circulating sHLA-G could influ- 
ence human embryo implantation even before ovulation by 
enhancing endometrial receptivity. This is actually in agree- 
ment with one study: pre-ovulatory circulating serum FILA-G 
values were significantly lower in women with consecutive 
miscarriages compared to women with ongoing pregnancies 
[47]. Accordingly, the authors interpreted low FILA-G lev- 
els as a big risk factor for miscarriages because of a graft 
rejection in the case of low FILA-G serum concentrations. 
Unfortunately, this hypothesis has never been investigated 
further. 

The strengths of our study include the large number 
of patients, the homogeneous study population (ICSI only, 
day 3 transfers only), and the stability in the reproductive 
medicine team (doctors and laboratory) during the study 
period. The drawback, however, lies in the retrospective 
study design. 

In conclusion, in the light of the present controver- 
sies concerning the utility of sHLA-G in IVF-ICSI, our study 
mainly shows two important results: First, it confirms the 
production of sHLA-G by the embryo at the four- to the eight- 
cell stage. Second, and clinically more important, it does 
not speak in favour of a pronounced usefulness of sFILA-G 


determinations, in FF or embryo conditioned medium, in 
current IVF-ICSI practice. But if the method to quantitate 
the antigen can be improved in the future, FILA-G in IVF 
medium will be likely to play a role in embryo selection 
[22]. One step in this direction is the introduction of luminex 
(xmap) technology which was shown to increase the sensitiv- 
ity by a factor of 10 [41]. Then further studies, multicentre 
if possible, would be required in order to determine the 
usefulness of this marker in defined situations where the 
making of a decision for embryo selection would otherwise 
be difficult or impossible [48]. We therefore think that FILA- 
G determinations may well in the future find their place 
in ART practice together with morphological assessment, as 
long as the clinical situation is well defined and the technical 
possibilities improved in the laboratory. 
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Summary 

Objective. - This study aimed to investigate the variations of the plasma TBARS levels (lipid 
peroxidation marker) and of the non-enzymatic antioxidants (uric acid, bilirubin and albumin) 
and their associations with the clinical and therapeutic characteristics in schizophrenic patients. 
Patients and methods. — A case control study included 121 schizophrenic patients and 88 con- 
trol subjects aged respectively, 37.3±10.3 and 33.5±13,9 years. TBARS was determined 
by spectrophotometric method based on the reaction between malonedialdehyde (MDA) and 
thiobarbituric acid (TBA). Plasma uric acid (UA) and total bilirubin (TB) concentrations were 
determined using Cobas 6000™ and albumin level was determined using Konelab 30™ equip- 
ment. 

Results. -Compared to controls, patients had significantly higher levels of UA (270 ±68 vs. 
220 ±73; P<0. 0001) and lower levels of TB (4.74±3.58 vs. 14.67 ± 8.01 ; P<0.0001). Further- 
more, TBARS levels were significantly correlated with albumin. The highest TBARS levels were 
noted in paranoid sub-type and in patients treated with typical antipsychotics, but without 
significant differences. Moreover, the risk doubled for an increase in UA was significantly more 
frequent in schizophrenic patients. 

Conclusion. — Schizophrenic patients had an increase in TBARS levels and perturbations in their 
non-enzymatic antioxidant status that contribute to increase the risk of oxidative stress. In 
addition, our results revealed that there was no association between the increase of TBARS 
levels, non-enzymatic antioxidants and any clinical or therapeutic characteristics. Therefore, 
such patients require specific care, particularly with regard to their lipid peroxidation and their 
non-enzymatic antioxidant. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 
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Resume 

Objectif. - Etudier les variations du taux plasmatique de TBARS (marqueur de la peroxyda- 
tion lipidique) et des antioxydants non enzymatiques (acide urique, bilirubine et albumine) 
et leurs associations avec les caracteristiques cliniques et therapeutiques chez des patients 
schizophrenes. 

Patients et methodes. — Notre etude a concerne 121 patients schizophrenes et 88sujets 
temoins, ages respectivement de 37,3±10,3et 33, 5± 13,9ans. Le dosage du malonediald- 
hehyde (MDA), marqueur de la peroxydation lipidique, a ete determine par une methode 
spectrophotometrique basee sur sa reaction avec I’acide thiobarbiturique (TBA). Les concen- 
trations plasmatiques de I’acide urique (AU) et de la bilirubine totale (BT) ont ete determinees 
sur Cobas 6000™ (Roche Diagnostics). Le dosage de I’albumine a ete effectue sur Konelab 30™ 
(Thermo Electron Corporation). 

Resultats. — Les concentrations plasmatiques de I’acide urique etaient significativement plus 
elevees (270 ±68 vs 220 ±73; p< 0,0001) et cedes de la bilirubine plus basses (4,74 ±3,58 vs 
14,67 ± 8,01 ; p < 0,0001 ) chez les patients schizophrenes par rapport aux temoins. Cependant, 
les TBARS sont significativement correles avec I’albumine. Les concentrations plasmatiques 
de TBARS etaient plus elevees dans le sous-type paranoide et chez les patients traites par 
les antipsychotiques typiques, mais sans difference significative. L’augmentation de I’AU etait 
significativement plus frequente chez les patients schizophrenes avec un risque multiplie par 
deux. 

Conclusion. — Les patients schizophrenes presentent une augmentation des concentrations plas- 
matiques de TBARS, de I’acide urique et de la bilirubine, qui pourrait etre en relation avec 
la physiopathologie de la schizophrenie. Le suivi clinique et biologique de ces patients et le 
controle regulier de leur statut antioxydant sont a recommander dans le cadre de leur prise en 
charge globale. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Introduction 

Schizophrenia is a neuropsychiatric disorder that affects 
approximately 1 % of the population [1 —3] . One of the factors 
contributing to the development of schizophrenia is thought 
to be oxidative damage to neuronal cells [1], 

Oxidative stress is the condition that occurs from the 
imbalance between reactive oxygen species (ROS) and 
antioxidant systems. Also, brain is particularly vulnerable 
to oxidative stress as a result of the relatively low levels of 
antioxidants, high levels of polyunsaturated fatty acids and 
increased need of oxygen [2—4]. 

There are strong links between oxidative stress anoma- 
lies and the pathophysiology of schizophrenia, indicated by 
the increased lipid peroxidation products in plasma and red 
cells, altered levels of both enzymatic and non-enzymatic 
antioxidants in chronic schizophrenic patients [6,7]. 

The aim of this study was to investigate the variations of 
the plasma TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) 
levels as a lipid peroxidation marker, and of three non- 
enzymatic antioxidants (uric acid, bilirubin and albumin) 
and their association with clinical and therapeutic charac- 
teristics in patients with schizophrenia. 

Materials and methods 
Subjects 

Our case control study included 121 patients with 
schizophrenia from the psychiatric department of the 
University Hospital Fattouma Bourguiba of Monastic The 
mean age was 37.3 ±10.3 years. There were 21 women 


(38.2 ± 10.2years) and 100 men (37.1 ± 10.4 years). Consen- 
sus on the diagnosis, according to the Diagnostic And 
Statistical Manual Of Mental Disorders, fourth edition (DSM- 
IV) criteria [8], was made by psychiatrists. Patients who had 
other psychiatric illness, epilepsy or mental retardation, suf- 
fering from endocrinological or cardiovascular diseases were 
excluded from the study. The control group consisted of 88 
volunteer subjects without psychiatric or endocrinological 
diagnoses. The mean age was 33. 5± 13,9 years, with 31 
women (44.5 ±12.2 years) and 57 men (27.6 ±10.7 years). 
All participants were interviewed about their age, personal 
medical history, previous treatments, cigarette and alcohol 
consumption habits. This study was approved by the local 
ethical committee and informed consent was obtained from 
each participant before procedure, all subjects were from 
Tunisian origin. Demographic, clinical and therapeutic char- 
acteristics of the population are shown in Table 1. There 
were significant differences in the mean age, gender and 
BMI between the two groups (Table 1 ). 

Samples 

After 12 hours of an overnight fast, venous blood for each 
patient was drawn into lithium-heparin tubes, and imme- 
diately centrifuged for 15 min at 3000 rpm. The plasma 
samples were stored at — 20 °C until the biochemical analy- 
sis. 

Biochemical analysis 

Plasma uric acid (UA) and total bilirubin (TB) concentrations 
were determined by enzymatic methods using Cobas 6000™ 
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Table 1 Demographic and clinical characteristics of the sample population. 



Schizophrenic patients(n= 121) 

Control group(n = 88) 

P value 

Sex ratio (male/female) 

(4.76) 100/21 

(1.83) 57/31 

0.005 

Age (years 1SD) 

37.3110.3 

33.5113,9 

0.027 

BMI (kg/m 2 ) 

25.213.7 

25.513.8 

0.190 

Duration of illness (years 1SD) 

9.1 17.3 

- 


Cigarette smoking 

Smokers 

76 (62.8) 

52 (59.1) 

0.688 

Non-smokers 

45 (37.2) 

36 (40.9) 


Alcohol beverage 

Consumers 

25 (20.7) 

16 (18.2) 

0.687 

Non-consumers 

96 (79.3) 

72 (81.8) 


Clinical sub-type 

Disorganized 

26 (21.5) 

- 

- 

Undifferentiated 

58 (47.9) 

- 

- 

Paranoid 

37 (30.6) 

- 

- 

Antipsychotics 

Typical 

103 (85.1) 

- 

- 

Atypical 

6 (4.9) 

- 

- 

Typical + Atypical 

12 (10) 

- 

- 


Bold data represent significant results. 


(Roche Diagnostics) and albumin level was determined 
by colorimetric technique using Konelab 30™ equipment 
(Thermo Electron Corporation). 

Lipid peroxidation (TBARS) assay 

Lipid peroxidation was determined by spectrophotometric 
method based on the reaction between malonedialdehyde 
(MDA) and thiobarbituric acid (TBA) [9]. Briefly, 150 pi of 
each plasma were mixed with 500 pL of 20% trichloroacetic 
acid (TCA) (Sigma, Germany) and centrifuged at 3000 rpm 
for 5 min. Then, 250 pL of 0,8% TBA (Sigma, Germany) 
were added to 500 pL of the supernatant. The mixture was 
heated in boiling water for 30 min. After cooling on ice, the 
resulting chromogen was extracted with 650 pL of n-butyl 
alcohol. The organic phase was separated by centrifuga- 
tion at 3000 rpm for 5 min and absorbance was recorded at 
wavelength of 532 nm. MDA solution was made freshly by the 
hydrolysis of 1 ,1 ,3,3-tetraethoxypropane (TEP) (Sigma, Ger- 
many) used as standard. The results are expressed as nmol 
MDA/mL plasma. 

Clinical evaluations 

Body mass index (BMI) was calculated as weight (kg) divided 
by height meter squared (m 2 ). Obesity was defined when 
BMI >30 kg/ m 2 [10]. 

Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using the Statistical 
Package for Social Sciences (SPSS) version 11.0 (SPSS. Inc, 
Chicago. IL). Quantitative variables were presented as 
meanlSD and qualitative variables comparisons were per- 
formed using x 2 test. Comparisons between patients and 
controls were performed using analysis of variance (ANOVA) 


after adjustment for potential confounder factors (gender, 
age, BMI). Correlations were determined using Pearson test. 
The calculation of the disruption risk of oxidative stress 
parameters was done using thequartile. The statistical sig- 
nificance level was set at P< 0.05. 


Results 

The schizophrenic patients had significantly higher levels of 
UA and lower levels of TB compared to the control group 
(UA = 270±68 vs. 220173, P< 0.0001; TB = 4.74±3.58 
vs. 14.6718.01, P<0.0001). There was no significant 
difference between the groups on levels of albumin 
and TBARS (albumin = 55.21 19.8 vs. 52.118.4, P=0.176; 
TBARS = 7.46 14.68 vs. 6.8712.50, P= 0.293) (Table 2). 

After adjustment of oxidative stress markers for con- 
founder factors, we noted a significant difference between 
patients and controls for AU values (P< 0.0001) and BT 
(P< 0.0001), but no significant variation was observed for 
albumin (P = 0.069) and TBARS (P = 0.1 52) (Table 2). 

In patients, there was no significant difference according 
to the sub-type of schizophrenia in oxidative stress mark- 
ers. However, disorganized patients had higher mean values 
of UA and albumin. Moreover, we found higher mean val- 
ues of TBARS levels in paranoid patients than other patients 
(Table 3). 

We also showed that these oxidative stress markers were 
not significantly associated with the antipsychotic treat- 
ment, since, patients treated with a typical antipsychtic 
treatment had the highest levels in the TBARS and the lowest 
levels in TB. Moreover, patients treated with combination of 
typical and atypical antipsychotics had the highest levels of 
albumin and the lowest levels of TBARS (Table 3). 

Disturbances parameters of oxidative stress were sig- 
nificantly more frequents in schizophrenic patients than 
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Table 2 Comparisons of oxidative stress markers between schizophrenic patients and controls. 

Biological variables 

Patients (n = 121 ) 

Controls (n = 88) 

P value 

P value 3 

Uric acid (p,mol/L) 

270 ± 68 

220 ± 73 

<0.0001 

<0.0001 

Bilirubin (|xmol/L) 

4.74 ± 3.58 

14.67 ± 8.01 

<0.0001 

<0.0001 

Albumin (g/L) 

55.2 ± 19.8 

52.2 ± 8.5 

0.176 

0.069 

TBARS (nmol/mL) 

7.46 ± 4.68 

6.87 ± 2.50 

0.293 

0.152 

Bold data represent significant results. 




a ANOVA test adjusted by gender, age and BMI. 





Table 3 Variations of oxidative stress markers in schizophrenic patients according to clinical sub-types and treatments. 

Variables 

Uric acid (|j,mol/L) 

Bilirubin (p,mol/L) 

Albumin (g/L) 

TBARS (nmol/mL) 

Clinical sub-types 





Undifferentiated (n = 58) 

273 ± 70 

5.06 ±7.72 

53.72 ±22.82 

7.03 ± 4.61 

Paranoid (n = 37) 

256 ±67 

4.41 ±3.72 

53.84 ±13.72 

8.12 ± 4.87 

Disorganized (n = 26) 

283 ±65 

4.51 ±3.11 

60.51 ±19.82 

7.48±4.62 

P 

0.267 

0.646 

0.309 

0.545 

Antipsychotics 





Typical (n= 103) 

269 ± 67 

4.62 ± 3.65 

54.91 ±19.43 

7.76±4.80 

Atypical (n = 6) 

266 ±89 

5.58 ± 3.24 

52.56 ± 20.84 

6.42 ±4.78 

Typical + Atypical (n = 12) 

268 ± 72 

5.44 ± 3.26 

59.53 ± 24.1 3 

5.21 ±2.61 

P 

0.849 

0.655 

0.724 

0.195 


Table 4 Disturbances parameters of oxidative stress parameters. 


Parameters 

Patients 

n 

% 

Controls 

n 

% 

OR 

Cl 95% 

P 

UA (|j.mol/L) 

<226 

31 

50.8 

45 

88.2 

7.258 

[2.700-19.508] 

<0.0001 

>315 

30 

49.2 

6 

11.8 

2.418 b 

[1.389 — 4.209] b 

0.002 a 

TB (p,mol/L) 

<2.3 

30 

50 

0 

- 

- 

- 

- 

>6.25 

30 

50 

83 

100 

- 

- 

- 

Albumin (g/L) 

<45.2 

31 

50.8 

22 

62.8 

1.638 

[0.700-3.831] 

0.254 

>60.2 

30 

49.2 

13 

37.2 

1.342 b 

[0.855 — 2.107] b 

0.201 a 

TBARS (nmol/mL) 

<3.41 

30 

50 

12 

100 

- 

30 

50 

>10.63 

30 

50 

0 

0 

— 

— 

— 


OR: odds ratio; Cl: confident interval 95%; UA: uric acid; TB: total bilirubin. 

Bold data represent significant results. 
a ANOVA test adjusted by gender, age and BMI. 

b Calculation of the disruption risk of oxidative stress parameters was done using thequartile. 


controls, with the risk doubled for an increase in UA 
(Table 4). 

Only albumin was significantly correlated with TBARS lev- 
els (r = 0.211; P= 0.020) (Table 5). 

Discussion 

Schizophrenic patients had higher plasma TBARS levels than 
control subjects, without significant difference. Ranjekar 


Table 5 Relationship between TBARS and non-enzymatic 
antioxidants in schizophrenic patients. 

Biological variables r P 

Uric acid 0.110 0.230 

Total bilirubin 0.039 0.673 

Albumin 0.211 0.020 

Bold data represent significant results. 
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et al. [11] did not find an increase in plasma lipid peroxi- 
des TBARS in schizophrenic patients, although some other 
studies have reported an increase of lipid peroxides in 
schizophrenic patients [1,4,12—14]. Increased MDA levels 
might be the result of increased free radical production 
and/or inadequate response of antioxidative defense mech- 
anisms. Since brain tissue is accepted to be vulnerable 
to free radical damage, it was speculated that the oxida- 
tive stress observed in the periphery is even more serious 
in the brain [5]. Indeed, Gama et al. [7] reported that 
a high level of TBARS is a sign of peroxidative injury to 
membrane phospholipids. Neuronal functioning is affected 
by this injury either by changes in membrane fluidity or 
by alterations in membrane receptors, which can cause 
altered neurotransmitter uptake and release, and even cell 
death. Padurariu et al. [4] have shown increase levels of 
TBARS in plasma, erythrocytes, leucocytes, and platelets in 
schizophrenic patients. The elevation of plasma lipid per- 
oxides, an indicator of lipid peroxidation and one of the key 
indices of membrane pathology, support the hypothesis that 
a contribution of oxidative stress-mediated cellular mem- 
brane pathology may be involved in the pathophysiology of 
schizophrenia [12,13,16,17]. 

Among the non-enzymatic antioxidant, we find a sig- 
nificantly higher level of UA and lower level of TB in 
the schizophrenic patients compared to the control group. 
Plasma UA level was studied for its strong antioxidant char- 
acteristic and it has been suggested that decreased UA 
provides an additional support to the hypothesis that antiox- 
idant stress in schizophrenia may be due to a defect in the 
antioxidant system [18]. Several studies [2,16,19,20] had 
shown lower plasma antioxidants (albumin, bilirubin and 
uric acid) in schizophrenic patients than controls. Hence, 
these findings suggest that oxidative stress occurs in the 
early course of schizophrenia, and may have an important 
role in pathogenesis and symptomatology of schizophre- 
nia. There is increasing evidence that schizophrenia is 
associated with abnormalities in the antioxidant defense 
system and redox signaling [16,19], Moreover, Akyol et al. 
[18] have shown a relationship between hyperbilirubenimia 
and Gilbert’s syndrome in schizophrenia. Hyperbilirubine- 
mia among patients with schizophrenia has been variously 
explained by an increase in vulnerability of red blood 
cells membranes, effect of medication or due to stress 
[18,21], 

On the other hand, oxidative stress markers were not 
associated to the sub-type of schizophrenia. However, disor- 
ganized patients had higher mean values of UA and albumin. 
Moreover, paranoid patients had higher mean values of 
TBARS than others. These results suggest that there is 
a difference in oxidative stress in different sub-types of 
schizophrenia. Zhang et al. [12] reported that paranoid, dis- 
organized and residual schizophrenic patients had higher 
MDA levels than healthy controls, but there were no sig- 
nificant differences in MDA levels among the schizophrenic 
subgroups. Akyol et al. [18] studied the TBARS levels in a 
sample of disorganized, paranoid and residual schizophren- 
ics; only the TBARS level of the residual schizophrenics was 
significantly higher than the healthy controls. Gama et al. 
[7] found no difference among different sub-types (para- 
noid, disorganized and undifferentiated) for the mean serum 
TBARS concentrations. 


The exact effect induced by different typical or atyp- 
ical medications on both antioxidant enzymes and lipid 
peroxidation levels is still not known [12]. A further find- 
ing of our study is that there were no significant differences 
among the typical and atypical antipsychotic treatments of 
schizophrenic patients in any parameter tested in this study. 
This result suggests that long-term treatment with both typ- 
ical and atypical antipsychotics may produce the similar 
effects on the activities of the non-enzymatic antioxidants 
and the levels of lipid peroxidation. Kunz et al. [13] showed 
a decrease on oxidative stress parameters associated with 
chronic antipsychotics treatment. The mechanism through 
which antipsychotics decrease oxidative stress might involve 
modulation of the molecular regulation of expression of 
antioxidant enzymes. Antipsychotic drugs have been found 
to induce the expression of immediate early genes such as 
c-fos and c-jun transcription factors, growth factors and 
peptides [17]. These early genes and growth factors can sub- 
sequently regulate the expression of antioxidant enzymes, 
which provide a part of neuroprotective mechanisms asso- 
ciated with growth factors [17], Ng et al. [22] reported 
that a differential impact on oxidative stress status may 
exist between typical and atypical antipsychotic medica- 
tions. Indeed, higher levels of lipid peroxidation products 
have been reported in patients treated with typical rather 
than atypical drugs. However, some studies have reported an 
increased lipid peroxidation only in rats chronically treated 
with haloperidol, but not in animals treated with atypi- 
cal antipsychotics [4,7,15,23]. Reddy et al. [16] reported 
that plasma antioxidants (albumin, bilirubin and uric acid) 
were significantly reduced in schizophrenic patients. More 
importantly, these reductions are observed independently of 
treatment since patients were neuroleptic-naive. Yao et al. 
[24] reported that individual antioxidants (albumin, biliru- 
bin and uric acid) were significantly reduced in plasma of 
chronic schizophrenic patients, during on and off haloperidol 
treatment conditions. However, these findings are inconsis- 
tent with typical and atypical antipsychotics, which suggests 
that typical and atypical antipsychotics may not have a 
direct regulatory effect on oxidative stress in patients with 
schizophrenia [12]. 

However, in contrast with other studies [25,26], no cor- 
relation was found between plasma TBARS and plasma 
non-enzymatic antioxidant concentrations in the present 
study. It should be noted that the antioxidant defense system 
is a very complex system including non-enzymatic compo- 
nents (albumin, bilirubin, uric acid, etc.). Additional studies 
are needed to confirm this hypothesis. 

Several limitations should be noted in our study. First, a 
larger sample size of groups would be beneficial. Second, 
our work is a cross-sectional study that does not permit 
follow-up of biological parameters. Third, the sample of 
schizophrenic patients may not be representative of more 
heterogeneous population. Finally, although the classical 
determination of MDA by complexion with TBA is widely used 
for assaying lipid peroxides, clinical application is limited 
because it tends to be highly susceptible to experimental 
conditions. One alternative approach is to separate inter- 
fering substances from MDA-TBA adduct by high-pressure 
liquid chromatography (HPLC) prior to spectrophotometric 
measurement. This HPLC procedure provides considerably 
better sensitivity and specificity, which results in more 


56 


H. Mabrouk et al. 


reliable reference values than any previously published 
results. 

Conclusion 

Schizophrenic patients had an increase in TBARS levels 
and perturbations in their non-enzymatic antioxidant sta- 
tus that contribute to increase the risk of oxidative stress. 
In addition, our results revealed that there was no associa- 
tion between the increase of TBARS levels, non-enzymatic 
antioxidant and any clinical or therapeutic characteristics. 
Therefore, such patients require specific care, particularly 
with regard to their lipid peroxidation and their non- 
enzymatic antioxidant. 
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ces dernieres annees, les qualites d’un examen biologique 
cliniquement performant. Cependant, il n’en demeure pas 
moins que cet examen specialise doit etre interprets avec 
toutes les precautions requises pour un marqueur dont la 
definition elle-meme a evolue et dont le taux serique est 
faible. Nous proposons dans cet article de faire un point sur 
devolution des methodes de dosage, leurs standardisations 
et les precautions pour ^interpretation des resultats. Cet 
examen est encore relativement peu prescrit en France et 
done realise par un faible nombre de laboratoires plus spe- 
cialises ou ayant un fort recrutement local et regional. En 
revanche, pratiquement tous les biologistes peuvent etre 
amenes a repondre a des questions emanant de medecins 
ou de patients pour en expliquer I’interet ou en interpreter 
les resultats. Cet article peut les aider dans ces situations. 

Structure et caracteristiques moleculaires 

La transferrine desialylee possede un grand nombre de 
synonymes: asialotransferrine, transferrine hyposialylee, 
carbohydrate deficient transferrin (CDT), transferrine defi- 
ciente en acide sialique. Le plus communement utilise est 
la denomination CDT. Stibler a montre que les glycoformes 
desialylees (disialotransferrine [DST] et asialotransferrine 
[AST]) de la transferrine etaient anormalement elevees 
chez les patients alcooliques chroniques [1], Initialement, 
la somme AST, monosialotransferrine et DST (glycoformes 
ayant un pHi superieur a 5,7) definissait la CDT par le pour- 
centage de ces deux formes par rapport a la transferrine 
totale [2]. Plus recemment, cette definition a progressive- 
ment ete remplacee par la seule DST [3]. 

Sa structure primaire correspond a la transferrine, pro- 
teine monocatenaire globulaire contenant des glucosides 
ramifies. 

La masse moleculaire de cette betaglycoproteine est 
de 80kDa environ. Sa chaine polypeptidique est formee 
de 679acides amines [4]. La molecule est divisee en 
deux domaines globulaires: N-terminal (residus 1—336) et 
C-terminal (residus 337-679). 

La molecule presente plusieurs niveaux d’heterogeneite. 
Le premier concerne la sequence en amino-acides. II y a en 
effet, des substitutions d’un ou plusieurs acides amines dans 
la sequence, consequence d’un polymorphisme genetique 
important d’une vingtaine d’isotransferrines. Parmi elles, il 
y a trois sous-types (types B, C et D) principaux. Le type C 
est considere comme le type de reference pour les etudes 
car il est present chez plus de 90% de la population cauca- 
sienne. Le type B est caracterise par un point isoelectrique 
plus faible que celui du C. Le type D a un point isoelectrique 
plus eleve. 

Le domaine C-terminal comprend deux chaTnes gly- 
caniques fixees sur des residus asparagine aux positions 
413et 611. Ces deux chaines peuvent etre bi-, tri- ou 
tetra-antennees ce qui sera responsable de la deuxieme 
cause d’heterogeneite de cette glycoproteine. Chaque 
chaine est composee de deux residus N-acetylglucosamine 
portant un mannose. Deux autres mannoses sont le sup- 
port des trisaccharides terminaux, composes d’un residu 
N-acetylglucosamine, un galactose et un acide sialique ter- 
minal. La molecule possede done en theorie de zero a 
huit acides sialiques. Dans la realite, seules les fractions 


comportant au plus six acides sialiques peuvent etre 
observees. L’isoforme dominante dans le serum est la tetra- 
sialylee. L’addition ou la perte d’un residu acide sialique 
conduira a une variation du point isoelectrique (pi) d’environ 

0. 1 unite. La reduction du contenu proteique en acide sia- 
lique rend la transferrine moins negativement chargee, 
particularity qui est mise a profit dans les methodes de 
dosage qui separent les diverses formes de CDT en fonction 
de leurpl. Les formes di-, mono- eta-sialyleesontdespl res- 
pectifs de 5,7, 5,8 et 5,9alors que la forme dite «normale» 
tetrasialylee a un pi de 5,4. 

Le troisieme facteur d’heterogeneite est le contenu en 
fer de la transferrine qui possede deux sites de fixation des 
atomes de fer. Ilya par consequent quatre formes de trans- 
ferrine, I’apotransferrine depourvue d’atome de fer, deux 
transferrines monoferriques dont le pi est identique et la 
transferrine contenant deux atomes de fer. 

La combinaison des trois niveaux d’heterogeneite que 
nous venons de rappeler, conduit a de nombreuses formes 
de transferrine (pres de 40). Seule I’heterogeneite associee 
au contenu en acide sialique est influencee par la consom- 
mation d’alcool. Ces rappels sur la structure nous expliquent 
pourquoi il conviendra de proceder a une saturation en fer 
de la molecule pour pouvoir quantifier les differentes formes 
uniquement selon leur degre de sialylation mais egalement 
quelles seront les methodes permettant le dosage des frac- 
tions differemment sialylees. 

Donnees physiopathologiques 

Le site de production et de secretion des CDT est le foie. 
L’alcool ne semble pas affecter directement la synthese de 
la chaTne polypeptidique elle-meme car on n’observe pas 
de modification quantitative de la transferrine serique chez 
les sujets consommateurs excessifs d’alcool, tandis qu’elle 
est augmentee dans les steatoses alcooliques et diminuee 
dans les cirrhoses alcooliques. La synthese des chaines de 
glycanes s’effectue dans le reticulum endoplasmique des 
hepatocytes, puis la chaTne est transferee sur le polypep- 
tide. Dans I’appareil de Golgi, le glycane est modifie et 
allonge sous Taction des N-acetylglucosaminyl transferases 

1, II et IV, de galactosyl transferases et de sialyl transferases 
[5]- 

Si I’alcool ne modifie pas la synthese de la chaine poly- 
peptidique, en revanche, la glycosylation est affectee par 
la surconsommation d’alcool en raison d’actions sur les sys- 
temes enzymatiques de glycosylation post-traductionnels. 
Les activites mannosyl, galactosyl et sialyl transferase 
hepatique sont diminuees [6], de meme que I’activite 
galactosyl transferase du sang. L’acetaldehyde issu de la 
degradation de I’ethanol est egalement implique dans 
ces transformations. Il induit une diminution de I’activite 
galactosyl transferase de I’appareil de Golgi des la concen- 
tration de 200p,mol/L. Une augmentation de I’activite 
sialydase a ete observee au niveau de la membrane 
de I’hepatocyte en presence d’alcool. Cette augmenta- 
tion pourrait etre a I’origine d’une desialylation partielle 
de la transferrine avant sa secretion dans la circulation 
sanguine. 

L’alcool est egalement implique dans les processus de 
capture cellulaire et de catabolisme de la transferrine. En 
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effet, la desialylation est la premiere etape du catabolisme 
qui conditionne son elimination. Le catabolisme de la trans- 
ferrine est assure via deux types de recepteurs. La trans- 
ferrine di-ferrique se fixe a son recepteur specifique, qui a 
une forte affinite pour les chafnes bi-antennees terminees 
par deux residus acide sialique. Le complexe est internalise, 
le fer separe de la transferrine et cette derniere est recy- 
clee avec son recepteur puis externalisee. Les recepteurs 
des asialoglycoproteines sont egalement impliques dans la 
capture de la transferrine par les hepatocytes, ils recon- 
naissent le galactose, la N-acetylglucosamine ou le mannose 
comme sucre terminal. La competition entre les deux types 
de recepteurs conduit a une selectivity dans les formes 
de transferrine presentes dans le serum. Les transferrines 
comportant trois acides sialiques ou plus sont metabolisees 
normalement car une des branches comporte deux acides 
sialiques terminaux. La disialotransferrine est reconnue par 
les recepteurs specifiques lorsque ses deux residus acide 
sialique sont situes sur la meme chaTne glycanique, tandis 
que I’existence de deux chaines glycaniques portant cha- 
cune un acide sialique conduit a une molecule captee par 
des recepteurs conduisant a une elimination. Le metabo- 
lisme sera modifie lorsque le seuil de 50 g par jour d’alcool 
est depasse. Cette quantite est atteinte des la consomma- 
tion quotidienne d’une bouteille de vin de 0,75 L titre a 
12°C d’alcool. 

La vitesse de decroissance de la CDT dans le sang apres 
sevrage alcoolique montre une demi-vie d’environ 14a 
17 jours, identique a celle de la transferrine «normale». 

Rappelons I’importance du probleme lie a I’abus de la 
consommation d’alcool. En effet, en France, il faut savoir 
que 3% de la population est alcoolique avec des symptomes 
physiques de dependance, mais I’on estime qu’il y a 6% de 
la population que I’on peut classer dans les buveurs exces- 
ses, depassant le seuil de consommation de 50 g d’alcool 
journellement. 


Dosage de la transferrine desialylee 
Preanalytique 

Les conditions de prelevement requises sont exclusivement 
d’effectuer la prise de sang sur tube sec. L’analyse sera 
pratiquee sur le serum. L’EDTA comme I’heparine peuvent 
modifier le pi des glycoproteines. Ils peuvent aussi perturber 
I’etape de preparation au dosage qui va consister a saturer 
les differentes transferrines par un sel de fer. De meme, 
d’une maniere generale, le serum est preconise pour la rea- 
lisation des techniques par electrophorese. Les echantillons 
centrifuges peuvent etre conserves sept jours entre 2 et 8 °C. 
Au-dela de ce delai, il convient de les conserver congeles 
entre -18et -22 °C. 


Techniques de dosage de la transferrine desialylee 

Les techniques de dosage ont ete nombreuses au cours de ces 
trois dernieres decennies. Elies font appel a des principes 
de methodes tres differents que nous rappelons succincte- 
ment ici. 


La focalisation isoelectrique 

Elle a ete la premiere technique utilisee pour mettre en 
evidence et quantifier la CDT. Cette technique presente 
I’avantage de visualiser chaque fraction, mais ne se prete 
guere a un usage en routine. Elle permet la caracterisa- 
tion et T etude des variants genetiques de la transferrine. 
Cela reste une de ses principales applications. Elle est de 
faible reproductibilite [7], ce qui la rend inutilisable en 
routine. 


La chromatographie d’echange d’ions sur colonne 

Depuis le debut des annees 1980, les premieres methodes 
apparues etaient en deux etapes : separation des isoformes 
de CDT, puis dosage de la transferrine dans les fractions 
les contenant. Elies utilisaient des micro-colonnes echan- 
geuses d’ions a usage unique pour separer les isoformes de 
transferrine afin de recueillir la fraction CDT, puis dosage 
immunologique de la transferrine dans cet eluat. Ce dosage 
pouvant s’effectuer a I’aide d’un traceur radioactif [8]. 
Deux kits principaux ont ete commercialises dans les annees 
1 990 et debut 2000, CDtect™ (Pharmacia Et Upjohn) et Axis% 
Tranferrine desialylee™ (Axis Biochemical). La difference 
entre ces deux kits, qui tous deux mesuraient en principe la 
quantite de di-, mono- et asialotransferrine serique, est que 
le premier rendait des resultats en valeur absolue alors que 
le second exprimait le pourcentage de CDT par rapport a la 
transferrine totale. Une des limites de ces techniques resi- 
dait dans la separation incomplete de la trisialo-transferrine 
(TST), entrainant une interference genante lorsqu’elle etait 
augmentee. Dans I’eluat, la transferrine pouvait aussi etre 
dosee par une methode immunoturbidimetrique [9], immu- 
noenzymatique [10] ou immunonephelemetrique [11]. Les 
resultats etaient le plus souvent exprimes en pourcentage 
de transferrine totale ou en unites ponderales. Les valeurs 
seuils ont ete etablies pour des sujets homozygotes de type 
C. Les variants B ont une CDT plus faible et les variants D, 
une CDT augmentee avec ce type de methode pouvant les 
faire considerer a tort comme des faux positifs. 

Une etude multicentrique francaise en 2007 avait montre 
que les resultats des trousses utilisant la chromatogra- 
phie sur colonne fournissaient des resultats fiables [12]. Il 
n’existait en particulier que peu de divergences majeures 
d’un site a I’autre, ce qui est important eu egard a 
I’utilisation principalement judiciaire de cet examen dans le 
cadre du maintien ou pas du retrait du permis de conduire 
pour conduite en etat alcoolique. Pour I’une des applica- 
tions testees dans I’etude, une meilleure reproductibilite 
etait souhaitable. Selon les auteurs de cette etude [12], une 
meilleure harmonisation des resultats, evitant I’utilisation 
de valeurs de references differentes selon les kits, serait 
egalement un progres. Cet objectif a pu etre atteint au 
cours de I’annee 2010grace aux efforts d’un groupe de tra- 
vail, sous I’egide de la Federation internationale de chimie 
clinique (IFCC). De tres nombreux travaux ont ete realises 
pendant plus dix ans avec ces techniques. Elies sont main- 
tenant abandonnees a causes de leur faible praticabilite, 
une reproductibilite limitee dans certains cas notamment 
ceux lies a la difficulty de separation de la TST dont une 
partie etait parfois incluse dans la fraction CDT. Des inter- 
ferences par I’hemolyse pouvaient se produire avec ces 
kits. 
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Figure 1 A. Chromatogramme obtenu par chromatographie 
liquide haute performance dans le cas d’un sujet normal pre- 
sentant une bonne separation des fractions disialotransferrine 
et trisialo-transferrine. B. Chromatogramme presentant le phe- 
nomene de di-tribridging avec un pic de trisialo-transferrine 
anormalement augmente masquant en partie le pic de disia- 
lotransferrine et empechant une quantification exacte de la 
fraction disialotransferrine. 

Chromatographie liquide haute performance 

Des techniques utilisant la chromatographie liquide haute 
performance (CLHP) ont ete mises au point plus recem- 
ment. Elies offrent I’avantage d’identifier chaque fraction 
separement. Les fractions retenues comme la CDT sont 
exclusivement la DST. Les fractions mono- et asialylees sont 
en concentration trop faibles pour avoir un interet dans 
le dosage [13,14]. La quantification se fait par la mesure 
de I’absorbance du complexe fer— transferrine vers 460 nm, 
longueur d’onde de detection qui rend ces methodes plus 
specifiques. Les resultats sont exprimes par le pourcentage 
de transferrine totale apres integration des surfaces des dif- 
ferents pics. Ces techniques permettent I’individualisation 
de chaque fraction (Fig. la) et done la mise en evidence 
de variants genetiques reconnaissables selon leurs temps 
de retention. Cette technique performante a ete proposee 
comme technique de reference [3]. Elle doit par consequent 
etre mise en oeuvre pour confirmer les resultats d’autres 
techniques qui paraissent discordants ou ininterpretables. 
Un exemple de chromatogramme d’un sujet normal est 
presente sur la Fig. la. Cependant chez certains patients 
cirrhotiques ou porteur d’autres atteintes hepatiques [15], 
la separation entre la TST et la DST peut etre incomplete 
ou absente ce qui est une source d’imprecision ou parfois 
meme d’impossibilite du dosage precis de la CDT. Cette 
interference denommee di-tribridging (pontage entre la DST 


et TST) n’est pas simple a contourner. Un exemple de ce 
type de profit est presente sur la Fig. 1b. La mise en oeuvre 
d’une autre methode peut permettre parfois une resolution 
de cette difficulte. Si cela n’est pas realisable, le resul- 
tat de CDT ne doit pas etre rendu et etre remplace par le 
commentaire: «examen irrealisable en raison de I’atteinte 
hepatique du patient ». 

Cette interference a ete recemment explicitee [16]. Elle 
est associee, dans la majorite des cas, a des alterations 
de la glycosylation de la transferrine. Celle-ci contiendrait 
une plus grande proportion de formes tri-antennees et sou- 
vent de residus d’oligosaccharides N-fucosyles. D’apres les 
auteurs, ces resultats peuvent etre importants pour de 
futures approches diagnostiques des maladies hepatiques. 
Des interferences par I’hemolyse peuvent aussi se produire 
avec des echantillons tres hemolyses lorsque la concentra- 
tion d’hemoglobine libre du serum depasse 2 g/L. De tels cas 
sont generalement tres rares en pratique. 

Electrophorese capillaire 

L’ electrophorese capillaire a aussi ete proposee comme 
technique applicable en routine, avec une detection par 
I’absorbance des proteines a 200 nm [17,18]. Le handicap 
represente par les etapes prealables de purification de la 
transferrine avant son dosage qui rendait les techniques par 
chromatographie sur colonne unitaire, longues et delicates 
a mettre en oeuvre, est ainsi resolu. En effet, de recents 
developpements dans les annees 2000, ont permis la vulga- 
risation de I’electrophorese capillaire automatisee. Cette 
technique gagne regulierement du terrain par le fait que 
cet equipement est present dans la grande majorite des 
laboratoires [19]. Les resultats d’une etude recente [20] 
demontrent que la methode Capillarys CDT (Capillarys™ 
Sebia, Evry, France), est robuste et reproductible en rou- 
tine (CV de reproductibilite inferieur a 2%) et transferable 
d’un laboratoire a I’autre utilisant le meme appareil. De 
plus, elle est fortement correlee a la methode de CLHP 
[21]. Deux exemples de profils d’electrophoreses, normal et 
pathologique sont presentes sur la Fig. 2. Cependant, cette 
methode n’echappe pas au phenomene de di-tribridging 
que nous avons explicite au paragraphe precedent. Sa 
specificite est moindre que celle par CLHP en raison du 
choix de la longueur d’onde de lecture (200 nm) et de la 
co-migration possible d’autres proteines telles des immuno- 
globulines completes et les chaines legeres monoclonales. 
En effet, le dosage de la CDT par electrophorese capil- 
laire peut etre perturbe dans les echantillons contenant 
de grandes concentrations d’immunoglobulines et/ou des 
chaines legeres libres monoclonales chez des patients por- 
teurs d’une gammapathie monoclonale benigne ou maligne. 
L’interet de la trousse commerciale d’immuno-soustraction 
Capillarys™ CDT/ IS (Sebia) sur des serums presentant des 
anomalies du proteinogramme dans la zone des beta- et 
gammaglobulines susceptibles d’interferer avec le dosage 
de la CDT a ete evalue [22]. L’immuno-soustraction rend 
interpretables 77% des echantillons traites, contre 40% 
avant traitement. Les echantillons restant ininterpretables 
peuvent etre expliques par des immunoglobulines presentes 
a une concentration superieure a 60 g/L, depassant le seuil 
de saturation du serum tetravalent ou par une concentra- 
tion en complement C3natif et degrade creant des pics 
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CDT 


(Normal < 1.3 %) 


CDT 


(Normal <1.3 %) 


Nom 

% 

5-SIALO 

13.1 

4-SIALO 

83.7 

3-SIALO 

2.2 

2-SIALO 

1.0 


Nom 

5-SIALO 

4-SIALO 

3-SIALO 

2-SIALO 


Augmentation de la fraction 
disialylee (et done de la CDT): 
Consommation abusive et 
reguliere d'alcool 


% Ref. % 

14.8 
80.0 
2.4 

2.8 


Figure 2 Profits d’electrophoresecapillaire des isotransferrines separees selon le degre de sialylation. a : profit normal transferrine 
desialylee = 1 % ; b : profit pathologique transferrine desialylee = 2,8%. 


surnumeraires. Par ailleurs, les profits analyses comme 
variants par te logiciel necessitent une confirmation par la 
technique de CLHP. 

Methodes directes specifiques 

Ces methodes utitisent des anticorps monoclonaux speci- 
fiques de la CDT humaine. La methode N Latex CDT™ kit 
Siemens [23] est te premier dosage immunologique direct 
permettant de determiner te pourcentage de CDT dans te 
serum. La specificite du N Latex CDT pour identifier t’abus 
d’alcool peut etre plus eleve que pour les techniques qui 
utitisent la CLHP parce que les variants genetiques de la 
transferrine n’interferent pas avec les mesures. Elle met en 
jeux la competition entre des particules de latex marquees 
par la CDT et la CDT du patient pour un anticorps monoclonal 
anti-CDT. Cette methode a montre une bonne specificite et 
des performances acceptables en routine avec des valeurs 
de reference de 1,19a 2,47%. Le 97, 5 e percentile est etabli 
a 2,35 %. Les interferences signalees concernent la presence 
de particules ou d’un trouble dans le serum. Par consequent, 
les echantillons lipemiques qui ne peuvent etre clarifies, ne 
peuvent pas etre doses par cette technique. 

Nature de la molecule utilisee pour la 
calibration 

Au cours des premieres annees du dosage de la CDT, cer- 
taines des methodes exprimaient les resultats de CDT en 
mg/L ou en U/L grace a un etalon prepare a partir de 
serums humains purifies et lyophilises. Pour les techniques 
qui exprimaient les resultats en pourcentage de CDT, elles 
n’utilisaient pas d’etalon dans la mesure ou les resultats 
etaient exprimes en valeurs relatives. Plus recemment, une 
methode de preparation d’un etalon primaire a ete elabo- 
ree afin de permettre aux industries de preparer les etalons 
secondaires indispensables pour une bonne harmonisation 


des resultats par les differentes methodes commercialisees 
[15]. Cette harmonisation devrait etre effective a partir des 
annees 2012—2013. 

Mode d’expression des resultats et valeurs de 
reference 

L’heterogeneite des modes de resultats pouvant etre expri- 
mee en valeur absolue (mg/L, U/L ou unites d’absorbance) 
ou en valeur relative (pourcentage de CDT par rapport a la 
transferrine totale ou rapport CDT/tetrasialotransferrine) 
n’a pas aide cet examen a s’imposer d’emblee. Cela, 
d’autant plus que les valeurs de reference etaient tres diffe- 
rentes en fonction des methodes [24] . Comme les techniques 
different par le principe de separation, les fractions prises 
en compte pour la quantification de la CDT etaient varia- 
bles. Pour memoire, les valeurs seuils s’echelonnaient de 
9 a 100 mg/L pour les techniques exprimant la CDT en valeur 
absolue et de 0,8 a 8,4% pour celles I’exprimant en valeur 
relative. Cette dispersion des methodes et de I’expression 
des resultats a ete un frein pour I’utilisation pertinente 
de cet examen de biologie medicale. Les travaux d’un 
groupe international ont fort utilement permis d’ameliorer 
la situation a partir de I’annee 2007 [3]. Ces dernieres 
annees, la proposition d’un materiel de reference corres- 
pondant a la DST et le mode d’expression des resultats en 
pourcentage DST/Transferrine totale pour I’etalonnage des 
differentes methodes (CLHP, electrophoreses capillaires, 
immunologiques) a conduit a reduire significativement la 
dispersion des resultats des controles de qualite. Les coeffi- 
cients de variation toutes techniques pour les 66 laboratoires 
impliques dans T etude, sont passes de 18,9% a 5,5% [15]. 

Depuis la publication des recommandations internatio- 
nales [3,15] et avec les methodes fondees sur la CLHP 
ou I’electrophorese capillaire, I’expression en valeur rela- 
tive est devenue le standard donnant a cet examen les 
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performances requises pour son utilisation en pratique medi- 
cate [19-21], 

Valeurs de reference 

Pour la technique par electrophoreses capillaire 
(Capillarys™ CDT et minicap™ CDT Sebia) [20], les resultats 
sont interprets en fonction de deux seuil: CDT <1,3%: 
resultat normal; CDT comprise entre 1,3et 1,6%: pas de 
conclusion possible; CDT >1,6%: resultat anormal. 

Pour la technique par HPLC, la limite superieure de 
I’intervalle de reference est inferieure a 1,7% [25,26], 

Variations physiopathologiques 

Depuis la reconnaissance des methodes par CLHP comme 
methodes de reference, des travaux recents ont conside- 
rablement reactualise les donnees notamment par le mode 
d’expression des resultats normalise en pourcentage de CDT 
par rapport a la transferrine totale. Ce mode d’expression 
evite les variations liees a la concentration de celle-ci. 

Taux de la transferrine desialylee 

Le taux de CDT est independant du sexe de I’age et de 
I’index de masse corporelle (IMC) [26] chez les sujets ne 
consommant pas d’alcool. En revanche, il y a une legere 
difference entre homme et femme chez les sujets ayant 
une consommation moderee (inferieure a 21 Og par semaine 
chez I’homme et inferieure a 140g par semaine chez la 
femme ou elevee d’alcool (consommation respectivement 
superieure aux seuils cites), les taux de CDT etant supe- 
rieurs chez les hommes. En fonction de I’age les taux de 
CDT sont plus eleves dans la tranche 41 a 50ans, par rap- 
port a celle inferieure a 31 ans chez les buveurs excessifs 
alors que la consommation pour la tranche d’age infe- 
rieure a 31 ans est plus elevee. Les memes auteurs [27] 
confirment dans une autre etude que le seuil de reference 
de la CDT ne necessite pas d’etre ajuste, ni en fonction de 
I’origine ethnique, ni de 1’age, ni du sexe, ni de l’ IMC, ni du 
tabagisme. 

Influence de la grossesse 

Concernant I’influence de la grossesse, une etude tres 
recente [28] suggere qu’un seuil conventionnel de 1,7% 
pourrait etre trop faible pour les femmes enceintes et gene- 
rerait des resultats faussement positifs. Ils proposent qu’un 
seuil a 2,0% soit utilise comme seuil indicatif de consom- 
mation d’alcool chez les femmes enceintes. La sensibilite 
du % CDT a ce seuil pour evaluer la consommation abusive 
d’alcool pendant la grossesse doit cependant etre confirmee 
par d’autres etudes. 

Anomalies du foie 

Les anomalies du foie, mais pas necessairement la cirrhose, 
conduisent frequemment a une separation chromatogra- 
phique incomplete des glycoformes de la transferrine, ce 
qui pouvait autrefois conduire a des resultats faussement 


positifs avec les kits CDT. Actuellement, le dosage par CLHP 
peut detecter ce probleme. Cela minimise le risque des 
faux positifs, mais ne permet pas necessairement d’aider 
a la detection valide de consommation abusive d’alcool 
dans tous ces cas [29], Une etude de la CDT chez des 
patients atteints soit d’hepatopathies graves, soit de dia- 
bete de type 2, soit ayant une CRP tres augmentee, soit 
traites par des medicaments inducteurs d’enzymes hepa- 
tiques, a trouve une frequence globale faible de taux eleves 
de CDT dans ces differentes circonstances cliniques. Les 
publications precedentes (avant 2007) rapportant de fre- 
quents resultats faussement positifs de CDT semblent done 
etre liees a la methode d’analyse utilisee plutot que la 
consequence de veritables perturbations cliniques ou phar- 
macologiques [30]. 

Anomalies genetiques 

Certaines anomalies genetiques (variant D de la transferrine 
[VDT]) caracterisees par des deficits en sialyltransfe- 
rases avec une nette augmentation des CDT peuvent se 
rencontrer rarement pour les patients d’origine cauca- 
sienne. Enfin, une pathologie congenitale tres rare: le CDG 
syndrome (carbohydrate-deficient glycoprotein syndrome 
[CDGS]) conduit a des valeurs tres elevees de CDT [31]. 

Performance de la transferrine desialylee 
pour le depistage des sujets buveurs excessifs 

De nombreuses etudes ont ete realisees avant les recom- 
mandations du groupe de travail de 1’IFCC. II conviendrait 
qu’elles soient refaites dans ces nouvelles conditions pre- 
conisees. Cela, afin de confirmer precisement la specificite 
et la sensibilite du dosage par rapport a d’autres marqueurs 
plus anciens tels que la gammaglutamyl-transferase (7GT), 
I’alanine aminotransferase (ALT) et le volume globulaire 
moyen (VGM). 

Depuis 2007, il y a eu assez peu d’etudes en vue de la 
reactualisation des performances cliniques de la CDT. Tou- 
tefois, I’etude de Bergstrom et Helander [26] demontre 
clairement que la CDT (en pourcentage) dosee par CLHP 
est I’examen le mieux correle avec I’absorption recente et 
importante d’alcool. Elle est le parametre ayant le plus de 
sensibilite pour le diagnostic des sujets buveurs excessifs 
compare au dosage de CDT en valeur absolue, a la 7GT et a 
LAST. 

Interet clinique et indications de la transferrine 
desialylee 

Depuis I’observation initiale de Stibler [1], la CDT a sup- 
plant les anciens marqueurs d’alcoolisme car elle a une 
sensibilite reconnue comme proche de 90%, bien meilleure 
que les 7GT et le VGM. De plus, sa specificite est mainte- 
nant admise comme proche de 97%, egalement superieure 
au VGM et aux 7GT. D’autres avantages ont par ailleurs ete 
mis en evidence. En effet, de nombreuses circonstances 
sont sans influence sur le taux de CDT contrairement aux 
■yGT : cirrhose, cancer du pancreas, syndrome hepatique 
[27], infarctus. De meme, la prise reguliere de certains 
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Tableau 1 Comparatif des caracteristiques des marqueurs biologiques utilises en France, pour le diagnostic et le suivi des 
patients abuseurs de boissons alcooliques. 



CDT 

■yGT 

VGM 

Sensibilite 

39-94% 

34-84% 

15-69% 

Specificite 

82-97% 

11-85% 

26-91 % 

Demi-vie (jour) 

14-17 

14-21 

90 

Retour a la normale (semaine) 

4 

8 

12 

Quantite d’alcool modifiant le seuil normal 

50-80 g/ jour 

80-200 g/ jour 

Non etabli 

Duree de la consommation modifiant le seuil 

1 semaine 

Plus de 

2 semaines 

Non etabli 

Interferences 

Grossesse 

Cirrhose du foie 

Deficit en 


VGDT, CDGS 

Pancreatite 

vitamine B12et 



Cholestase, 

folates 



Infarctus 

Pathologies 



Carbamazepine 

thyroi'diennes 



Barbituriques 

Tabagisme 



Antidepresseurs 

Hepatopathies 



Obesite, 

non alcooliques 



Diabete 

Anemie de 



Contraceptifs 

Biermer 



oraux 



VGDT : variant genetique D de la transferrine ; CDGS : carbohydrate-deficient glycoprotein syndrome. 


medicaments tels que les anticonvulsivants, antipsycho- 
tiques, anticoagulants, analgesiques est sans interaction. 
II en est de meme de la surcharge ponderale, du diabete, 
du tabagisme, de I’alcoolisation aigue ponctuelle et de la 
consommation moderee d’alcool inferieure a 40 g par jour 
[26]. 

En revanche, certains facteurs modifient le taux de 
CDT : la dose consommee regulierement, la duree entre 
la derniere consommation et le jour du prelevement pour 
I’examen [26]. Par consequent, les renseignements cli- 
niques precisant ces elements sont indispensables pour 
^interpretation medicale du resultat par le biologiste 
comme par le medecin. Les principals caracteristiques 
reconnues des marqueurs biologiques de I’alcoolisme 
actuellement en usage sont presentees dans le Tableau 1 . 

Indications de I’examen 

Le dosage de la CDT est indique dans le diagnostic precoce 
d’une pathologie alcoolique. La CDT est augmentee avant 
la 7 GT. Cela permet de fournir un element objectif dans 
les cas de suspicion de probleme lies a I’alcool (en tenant 
evidemment compte des causes de faux positifs). II peut ser- 
vir a etablir le lien entre les atteintes hepatiques et leurs 
causes. La precocite de I’augmentation (abus depuis deux 
semaines avant le prelevement pour I’examen) peut preve- 
nt les risques pour le patient de devenir alcoolo-dependant 
par une prise en charge precoce. Enfin, cet examen est par- 
ticulierement utile pour le suivi des traitements de sevrage, 
le patient etant son propre temoin pour Devolution du taux 
de CDT au fil du temps. II permettra aussi de detecter pre- 
cocement (au bout de quelques jours) la rechute. C’est dans 
ce contexte aussi que les commissions de permis de conduire 
[32], la medecine du travail, les medecins generalistes et les 
specialistes hepatologues ou alcoologues utilisent de plus en 


plus cet examen pour le depistage et la prise en charge des 
patients buveurs excessifs. 

Conclusion 

De nombreuses etudes ont montre que lorsque la consom- 
mation quotidienne d’alcool depasse 50 g par jour il y a 
inhibition de la sialylation de la transferrine au cours de la 
biosynthese hepatique qui conduit a une augmentation de la 
production de transferrines pauvres en acide sialique dont 
principalement la DST. Cette inhibition s’exprime au bout 
d’une semaine par une augmentation du taux de CDT. 

La demi-vie de la CDT est de 14 a 17 jours. Le temps qu’il 
faut pour la normalise^ a savoir un pourcentage inferieur 
a 1,7%, varie entre deux et quatre semaines. Les sensi- 
bilites et specificites elevees de I’equilibre reversible des 
differentes formes de transferrines conferent a cet exa- 
men un grand interet dans le suivi medical des patients 
buveurs excessifs. Principalement trois methodes coexistent 
avec des performances variables et complementaires [33]. 
Le laboratoire doit preciser la methode mise en oeuvre sur le 
compte rendu des resultats. Les methodes les plus frequem- 
ment utilisees sont celles par EC et par CLHP qui permettent 
une bonne separation des iso-formes et leur quantification 
en pourcentage dans plus de 95% des cas, grace a un logi- 
ciel adapte. ^interpretation des profils que ce soit par EC ou 
HPLC par le biologiste est indispensable [33,34] afin d’eviter 
les pieges de cet examen specialise. En effet, un resultat 
errone peut avoir des consequences prejudiciables notam- 
ment au plan civil pour le patient (non recuperation du 
permis de conduire). Les methodes par CLHP sont indispen- 
sables dans un but de confirmation des resultats ou lors de 
circonstances particulieres connues chez le patient [33,34]. 
II est important que le laboratoire puisse fournir, en cas 
de besoin, I’estimation de I’incertitude de la mesure de sa 
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methode et proceder le cas echeant a une verification d’un 

resultat discordant par une methode de reference. 

Declaration d’interets 

L’auteur declare ne pas avoir de conflits d’interets en rela- 
tion avec cet article. 
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Summary We reported a case of a 38-year-old woman with systemic vasculitis and mixed cryo- 
globulinemia in a context of auto-immune disease (Gougerot-Sjogren syndrome) and lymphoma. 
Different therapeutic strategies, including rituximab, have been proposed in order to control 
the effect of the systemic vasculitis and evolution of lymphoma. Rituximab is a monoclonal 
antibody directed against the CD20 molecule on B cells. We discuss the possible side effects of 
rituximab in this case of mixed cryoglobulinemia vasculitis. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Resume Nous rapportons le cas d’une patiente de 38ans, suivie pour un syndrome de 
Gougerot-Sjogren complique d’un lymphome B et d’une vascularite systemique cryoglobuline- 
mique. Dans ce contexte, differentes strategies therapeutiques sont proposees pour controler la 
maladie auto-immune et notamment la vascularite systemique et pour controler le lymphome B. 
Le rituximab, qui est un anticorps monoclonal dirige contre la molecule CD20situee a la sur- 
face des lymphocytes B, est utilise chez cette patiente. Les effets secondaires du rituximab 
sont discutes a propos de ce cas particulier de vascularite cryoglobulinemique. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Observation initiale 

Mme B., 38ans, est suivie depuis 2001 pour un syndrome de 
Gougerot-Sjogren lui-meme complique, en 2004, d’un lym- 
phome B de la zone marginale a petites cellules traite par 
Chloraminophene®. En novembre 2009, elle est hospitalisee 
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dans un service de medecine interne pour une alteration 
de I’etat general accompagnee d’un purpura petechial dif- 
fus, d’adenopathies peripheriques et mediastinales entrant 
dans le cadre d’une re-evolution du lymphome B. Elle pre- 
sente par ailleurs des troubles respiratoires caracterises par 
une hypoxemie et un syndrome interstitiel radiologique. Un 
oedeme aigu pulmonaire est elimine devant une echogra- 
phie cardiaque normale. Une antibiotherapie probabiliste 
est demarree malgre I’absence de documentation bacterio- 
logique. Les examens biologiques pratiques a I’arrivee dans 
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le service de medecine interne mettaient en evidence une 
anemie et une thrombopenie avec, au frottis sanguin, la pre- 
sence de rouleaux d’hematies et d’agregats plaquettaires. 
Elle presentait egalement une insuffisance renale aigue 
(creatinine a 150p,mol/L et une clairance de la creatinine 
a 44mL/min) avec une proteinurie importante a 3g/24h 
sans anurie. Une biopsie cutanee des lesions purpuriques 
a objective la presence d’une vascularite avec thromboses 
fibrino-cruoriques et leucocytoclasie rendant probable le 
diagnostic de vascularite cryoglobulinemique, bien qu’une 
recherche de cette cryoglobuline serique n’ait pas ete rea- 
lisee a cet instant precis. 

Prise en charge et evolution 

Des echanges plasmatiques associes a un traitement par cor- 
ticofdes a forte dose (methylprednisolone) ont ete decides 
du fait du retentissement renal et pulmonaire de la vascula- 
rite systemique necessitant pour leur realisation un transfert 
dans un service de reanimation, fin novembre 2009, soit 
deux semaines apres son arrivee dans le service de medecine 
interne. 

La recherche de cryoglobuline serique pratiquee a son 
arrivee en reanimation avant les echanges plasmatiques 
s’avtre positive au taux de 1 g/L avec, a I’immunofixation, 
la mise en evidence d’une IgM kappa monoclonale associee 
a des IgG polyclonales confirmant le diagnostic initialement 
suspecte de vascularite cryoglobulinemique. II s’agit done 
d’une cryoglobuline mixte de type II, dont les causes les 
plus frequentes sont I’hepatite virale C, les syndromes lym- 
phoproliferatifs et les maladies auto-immunes systemiques 
dont le syndrome de Gougerot-Sjogren [1—3]. La serologie 
du virus de I’hepatite C est negative. Une biopsie gan- 
glionnaire confirme le diagnostic de lymphome B evolutif, 
de bas grade rendant la vascularite cryoglobulinemique 
secondaire a I’evolutivite du lymphome B. Un traite- 
ment etiologique par une chimiotherapie de type R-CHOP 
(rituximab associe a cyclophosphamide, hydroxyadriamy- 
cine, oncovin, prednisone) est instaure le 29 novembre 
2009. 

Deux jours apres I’administration de la polychimiothe- 
rapie associee au rituximab, la patiente presente une 
nouvelle detresse respiratoire devoilant une hemorragie 
intra-alveolaire. Les etiologies evoquees sont alors une evo- 
lutivite de la vascularite cryoglobulinemique ou une toxicite 
pulmonaire du rituximab (dtja decrit [4]). Un traitement par 
corticofdes (methylprednisolone) pendant trois jours est a 
nouveau administre avec une evolution rapidement favo- 
rable sur le plan respiratoire, permettant son retour en 
medecine interne. Au huitieme jour apres la chimiothera- 
pie, la patiente presente une agranulocytose febrile, traitee 
par triple antibiotherapie, et une detresse respiratoire aigue 
necessitant un nouveau transfert en reanimation a la mi- 
decembre 2009. La recherche de la cryoglobulinemie est 
alors negative. 

Dans les suites, la patiente reste hypoxemique malgre 
une ventilation invasive mecanique par intubation tracheale 
et des seances d’echanges plasmatiques pratiquees tous les 
deux jours. La mise en place d’une extra corporal membrane 
oxygenation (ECMO) est alors decidee devant la degradation 
de I’hematose. Une seconde cure de R-CHOP est administree 


le 23decembre 2009, mais la patiente developpe rapide- 
ment un choc septique fulminant et decede le 31 decembre 
2009. 


Point de vue du biologiste 

Les cryoglobulines sont des proteines seriques, princi- 
palement des immunoglobulines, qui precipitent a une 
temperature inferieure a 37 °C et qui se resolubilisent apres 
rechauffement a 37 °C. Leur mise en evidence est tou- 
jours un «defi» pour le biologiste. En effet, les conditions 
preanalytiques (prelevement, coagulation et centrifugation 
a 37 °C, puis separation rapide du serum et conservation 
pendant huit jours a 4°C) et les conditions analytiques (puri- 
fication du precipite a +4°C et son identification a 37 °C) sont 
difficiles a controler et doivent absolument etre respectees 
pour le rendu d’un resultat fiable [5,6]. 

L’analyse d’une cryoglobulinemie comprend plusieurs 
etapes : 

• le depistage: pour lequel 10mL de sang au minimum 
sont necessaires. Des le prelevement, les tubes doivent 
etre conserves a 37°C jusqu’a coagulation complete 
(environ deux heures), centrifuges a 37 °C (dix minutes 
a 3000tours/min), puis immediatement decante et le 
serum est alors conserve a +4°C pendant huit jours en 
presence d’un antiseptique (azide de sodium a la concen- 
tration finale de 1 pour 100). On recherche la presence 
ou non d’un cryoprecipite, celui-ci pouvant etre d’aspect 
et d’abondance variables (aspect dit de mie de pain, de 
flocons, ou de gel). Ce cryoprecipite sera ensuite purifie, 
puis dose et identifie ; 

• I’identification est generalement realisee par immu- 
nofixation a 37 °C a partir du cryoprecipite purifie. 
Elle permettra de determiner le type immunochimique 
de la cryoglobuline selon les criteres de classification 
proposes par Brouet et al. en 1974 [1] et qui sont tou- 
jours d’actualite. Trois types ont ete individualises. Les 
cryoglobulines de type I sont constitutes d’une immuno- 
globuline monoclonale unique. Les cryoglobulines mixtes 
sont constitutes d’immunoglobulines polyclonales asso- 
cites (type II) ou non (type III) a une immunoglobuline 
monoclonale. Les cryoglobulines de type I sont gtntra- 
lement abondantes (> 1 g/L), et observtes au cours de 
pathologies lymphoproliftratives (mytlome multiple ou 
maladie de Waldenstrom). Les cryoglobulines de type II et 
III, dites mixtes, sont moins abondantes (souvent< 1 g/L) 
et sont assocites a diverses pathologies. Elies sont par- 
fois retrouvtes au cours de syndromes lymphoproliftratifs 
(types II) mais surtout au cours de maladies auto-immunes 
systtmiques (syndrome de Gougerot-Sjogren, lupus try- 
thtmateux systtmique), d’infections virales chroniques 
(htpatiteC principalement) et d’htpatopathies chro- 
niques [1—3]. Ces cryoglobulines mixtes de type II ou 
III sont gtntralement constitutes d’immunoglobulines 
G ou M a activitb facteur rhumatoYde (activitb anti- 
IgG). Ces Ig (monoclonales ou non) a activitt anti-lg 
G seraient potentiellement impliqutes dans la toxi- 
citt du rituximab comme nous le verrons par la 
suite. 
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Les cryoglobulines de type II ou III peuvent parfois 
etre asymptomatiques et sans etiologie apparente: on 
les appelle cryoglobulinemies mixtes essentielles. La pre- 
sence d’une cryoglobuline (surtout de type I ou II, car ce 
sont les plus abondantes) peut perturber certains examens 
biologiques [6], En effet, des anomalies hematologiques 
peuvent etre observees (vitesse de sedimentation fluc- 
tuante entre deux prelevements, fausses hyperleucocytose 
et hyperplaquettose) mais egalement biochimiques et/ou 
immunologiques (variations inexpliquees des constantes 
biologiques telles que la protidemie par exemple, hypo- 
complementemie, sous-estimation du facteur rhumatoi'de). 
Dans le cas de cette patiente, les arguments cliniques (pur- 
pura petechial diffus), I’histologie des lesions purpuriques et 
I’observation sur le frottis sanguin de rouleaux d’hematies 
et d’agregats plaquettaires avaient amene les medecins du 
service de medecine interne a suspecter et rechercher la 
presence d’une cryoglobulinemie. 

Point de vue du clinicien 

La vascularite cryoglobulinemique de type II est caracterisee 
par diverses manifestations [1—3] : 

• cutanees (purpura vasculaire necrotique, urticaire au 
froid, ulceres) ; 

• vasomotrices (syndrome de Raynaud, acrocyanose, livedo 
reticularis) ; 

• renales (glomerulonephrite membrano-proliferative, 
insuffisance renale) ; 

• articulaires (arthralgies) ; 

• neurologiques (polynevrites et autres neuropathies peri- 
pheriques) ; 

• et plus rarement pulmonaires (hemorragie intra- 
alveolaire) et cardiaques (pericardite). 

Le traitement a mettre en oeuvre est avant tout etio- 
logique [3], comme cela a ete le cas ici avec la mise en 
route d’une corticotherapie pour le syndrome de Gougerot- 
Sjogren et de R-CHOP pour le lymphome B. Le traitement 
de la vascularite liee a la presence de la cryoglobu- 
line dans la circulation comprend, devant des atteintes 
severes comme les complications renales, la mise en route 
d’echanges plasmatiques associes a des bolus de corticoi'des. 
Notons qu’idealement les tubulures des circuits d’echange 
doivent etre rechauffees afin d’eviter la precipitation de 
la cryoglobuline extracorporelle qui peut empecher le bon 
deroulement des echanges plasmatiques. 

Rituximab 

Le rituximab (Mabthera®) est un anticorps monoclonal chi- 
merique IgG dirige contre la molecule CD20qui est exprimee 
a la surface des lymphocytes B. II a pour indication princi- 
pale le traitement des lymphomes mais il est aussi prescrit 
dans les maladies auto-immunes systemiques comme le syn- 
drome de Gougerot-Sjogren [7,8]. II a recemment prouve 
son efficacite dans les vascularites cryoglobulinemiques de 
type II [9] a la posologie de 375 mg/m 2 par semaine pen- 
dant quatre semaines consecutives. Les principaux effets 


indesirables rapportes sont une intolerance, une neu- 
tropenie retardee et plus rarement une pneumopathie 
interstitielle et des hemorragies intra-alveolaires [4]. Dans 
ce cas clinique, on peut se poser la question de la res- 
ponsabilite du rituximab dans la survenue de I’hemorragie 
intra-alveolaire. Neanmoins, le mecanisme etiopathoge- 
nique n’est pas clair. Selon une etude [10], le rituximab 
peut former un complexe avec la cryoglobuline IgM kappa 
(complexe pancake like) du fait de I’activite facteur rhu- 
matoi'de de la cryoglobuline (IgM reconnaissant les IgG au 
niveau de leur fragment Fc et done potentiellement le rituxi- 
mab). Ce phenomene est d’autant plus intense que le taux 
de cryoglobuline serique est eleve (superieur a 1 g/L) et 
que la posologie de rituximab administree est forte. Le 
mecanisme incrimine est une forte affinite de ce complexe 
cryoglobuline/rituximab pour le Clq (initiateur de la voie 
classique du complement), ce qui entraine une activation 
de la voie classique et la formation du complexe d’attaque 
membranaire, generateur d’atteintes vasculaires. 

Conclusion 

Les vascularites systemiques cryoglobuliniques peuvent sur- 
venir en I’absence d’infection par le virus de I’hepatite C, 
notamment dans le cadre de maladies auto-immunes syste- 
miques et d’hemopathies malignes, avec des complications 
potentiellement graves. Le diagnostic de cryoglobulinemie 
doit etre evoque rapidement, en sachant que la detection et 
le typage de celle-ci necessite un temps de realisation d’au 
moins une semaine. Par ailleurs, I’utilisation du rituximab 
doit etre prudente en cas de cryoglobuline presente a taux 
eleve. 
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Summary We present a case of poly-agglutinability syndrome associated with non-Hodgkin 
lymphoma observed in a 45-year-old woman hospitalized for asthenia, pallor, and cervical 
lymphadenopathy and no fever in previous history. Poly-agglutination syndrome was fortui- 
tously discovered during erythrocyte grouping. Tn poly-agglutination is strongly suspected in 
pancytopenia, inconclusive bone marrow results and the absence of infection in the patient. 
This hypothesis could not be confirmed because we did not have lectin Dolichos biflorus, Ulex 
europaeus, Salvia horminum, Salvia sclarea and Arachis hypogoea nor treatment with papain 
nor with polybrene. In our case, the delay between the onset of this poly-agglutinability syn- 
drome and malignant lymphoma has not been established. This possible association, found in 
this patient, justifies the need for careful clinical observation of patients with syndrome of 
poly-agglutinability in blood grouping. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Resume Nous presentons un cas de syndrome de poly-agglutinabilite associe au lymphome 
malin non hodgkinien observe chez une femme de 45ans hospitalisee pour asthenie pro- 
fonde, paleur et adenopathies cervicales. Cela dans un tableau d’apyrexie. Le syndrome de 
poly-agglutination a ete fortuitement decouvert lors du groupage erythrocytaire. La poly- 
agglutination de type Tn est fortement evoquee devant la pancytopenie et le resultat du 
myelogramme non contributif ainsi que I’absence d ’infection chez la patiente. Cette hypo- 
these n’a pas pu etre confirmee car nous ne disposions pas de lectines de Dolichos Biflorus, 
Ulex europaeus, Salvia horminum, Salvia sclarea et Arachis hypogoea, ni du traitement avec 
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la papaine, ni avec le polybrene. Dans notre cas, le delai entre I’apparition de ce syndrome 
de poly-agglutinabilite et le lymphome malin non hodgkinien n’a pas ete etabli. Cette associa- 
tion eventuelle, retrouvee chez cette patiente, justifie la necessite d’une observation clinique 
attentive des patients presentant un syndrome de poly-agglutinabilite lors du groupage sanguin. 
© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


La poly-agglutinabilite des globules rouges est caracteri- 
see par la presence d’une reaction d’agglutination de ces 
globules rouges en presence des serums humains adultes 
normaux compatibles dans le systeme ABO. Cette poly- 
agglutinabilite peut etre rencontree au cours de pathologies 
infectieuses ou malignes mais aussi chez des personnes non 
malades. Nous rapportons le cas d’une patiente presentant 
un syndrome de poly-agglutinabilite associe au lymphome 
malin non hodgkinien (LMNH). 

Observation 

Une femme de 45 ans a ete hospitalisee au centre hospitalier 
universitaire Joseph Raseta Befelatanana en juin 201 2 pour 
un probleme d’asthenie profonde associee a une paleur et 
une poly-adenopathie cervicale, apyretique. A I’entree, le 
resultat de I’hemogramme montre: une anemie regenera- 
tive (hemoglobine a 21g/L; reticulocyte a 215G/L), une 
leucopenie (globules blancs a 1 ,83 G/L) et une thrombo- 
penie (plaquettes a 108G/L). Une poly-agglutination des 
globules rouges a ete trouvee lors du groupage erythrocy- 
taire. Le resultat du medullogramme a montre une moelle 
legerement hypoplasique avec presence de megacaryocytes 
sans infiltration anormale. Sur la biopsie osteomedullaire, la 
moelle est reactionnelle, associee a une myelofibrose. 

L’echographie abdominale a mis en evidence une hepa- 
tosplenomegalie moderee. Un bilan d’hemostase en vue 
d’une adenectomie est perturbe (temps de quick a 
18,6secondes et un taux de prothrombine a 56%). Le resul- 
tat de I’examen anatomopathologie du ganglion a conclu a 
un diagnostic de lymphome non hodgkinien a petites cellules 
non clivees de type J selon la formulation internationale a 
usage clinique. 

Dans ses antecedents, la patiente a deja eu en 2003 une 
adenectomie dont I’examen anatomopathologique concluait 
a une adenopathie reactionnelle non specifique. A cette 
occasion, elle avait eu une transfusion sanguine sans 
qu’aucun probleme de groupage erythrocytaire n’ait ete 
signale. 

Discussion 

La poly-agglutination fait partie des difficultes du groupage 
erythrocytaire. Elle peut etre congenitale ou acquise. La 
poly-agglutination acquise est due a I’exposition des anti- 
genes de type T, Tn, Tk, B acquis et Va a la surface des 
globules rouges. Ces antigenes sont normalement masques. 
L’ exposition de ces antigenes peut se produire au cours d’un 
episode infectieux ou pre-leucemique ou cancereux. Elle 
peut etre persistante ou transitoire. La poly-agglutination 
de type T, Tk, B acquis est d’origine infectieuse. Cependant, 


le mecanisme de la poly-agglutinabilite de type Tn n’est 
pas encore elucide et contrairement aux autres poly- 
agglutinabilites, elle n’est jamais d’origine infectieuse. 

Chez notre patiente, le syndrome de poly-agglutination 
a ete decouvert fortuitement lors d’une determination 
de son groupe sanguin. II s’agit d’un syndrome de poly- 
agglutination acquis, car neuf ans auparavant, la patiente 
a deja eu une transfusion sanguine au cours d’une pre- 
miere adenectomie pendant laquelle aucune difficulty 
de groupage n’avait ete mentionnee. Dans le cas pre- 
sente, le syndrome de poly-agglutinabilite est associe au 
LMNH. Des auteurs ont decrit des cas ou le syndrome de 
poly-agglutination precede de plusieurs annees certaines 
pathologies hematologiques malignes comme la leucemie et 
le lymphome [1], Dans notre cas, le temps entre I’apparition 
de ce syndrome de poly-agglutinabilite et le LMNH n’a 
pas pu etre etabli. Le syndrome de poly-agglutinabilite de 
type Tn doit etre fortement suspecte devant la pancytope- 
nie, le resultat non contributif du medullogramme [2] et 
aussi devant I’absence d’antecedents infectieux chez cette 
patiente qui etait toujours apyretique. Cette hypothese que 
nous avons formulee n’a pas pu etre confirmee biologi- 
quement car nous n’avons pas pu disposer des differentes 
lectines de : Dolichos Biflorus, Ulex europaeus, Salvia hor- 
minum, Salvia sclarea et Arachis hypogoea, ni du traitement 
avec la papaine, ni avec le polybrene. Le dosage de I’acide 
sialique n’a pas pu etre effectue non plus. 

La poly-agglutination de type Tn est due a une modifica- 
tion somatique affectant les cellules souches medullaires. 
Cette modification entraine une incapacity de ces cellules 
souches a produire de la G galactosyl transferase fonc- 
tionnelle [3]. Elle est done responsable des modifications 
antigeniques d’un ou plusieurs clones de cellules. L’antigene 
Tn a ete largement etudie comme marqueur des cellules 
tumorales et une exposition de Tn et de sialyl-Tn a ete 
demontree dans de nombreux cancers [4,5]. Le syndrome 
hematologique presente par la patiente est caracteristique 
du LMNH mais aussi du syndrome de poly-agglutination 
de type Tn [2]. La patiente, malheureusement perdue de 
vue, n’a done pas pu beneficier du suivi clinique et biolo- 
gique apres la transfusion de globules rouges de groupe 0 
qui lui a ete faite au cours de I’hospitalisation.En conclu- 
sion, cette association entre LMNH et poly-agglutinabilite 
retrouvee chez cette patiente justifie la necessite d’une 
observation clinique attentive des patients presentant un 
syndrome de poly-agglutinabilite a I’occasion d’un groupage 
sanguin. 

Declaration d’interets 

Les auteurs declarent ne pas avoir de conflits d’interets en 
relation avec cet article. 


72 


A.I. Rakotoniaina et al. 


References 

[1] Beck ML. Red blood cell polyagglutination: clinical aspects. 
Semin Hematol 2000;37(2):186 96. 

[2] Loaiza-Bonilla A, Horowitz D, SheelaS, Baral A, Tinoco G, Kyria- 
kopoulos C. Persistent Tn polyagglutination syndrome during 
febrile neutropenia: a case report and review of the literature. 
J Med Case Reports 201 1 ;5:8. 

[3] Bigbee WL, Langlois RG, Stanker LH, Vanderlaan M, Jen- 
sen RH. Flow cytometric analysis of erythrocyte populations 


in Tn syndrome blood using monoclonal antibodies to gly- 
cophorin A and the Tn antigen. Cytometry 1 990; 1 1 (2): 
261-71. 

[4] Desai PR. ImmunoreactiveT andTn antigens in malignancy: role 
in carcinoma diagnosis, prognosis, and immunotherapy. Transfus 
Med Rev 2000;14(4):312-5. 

[5] Ness PM, Garratty G, Morel PA, Perkins HA. Tn poly- 
agglutination preceding acute leukemia. Blood 1 979; 54(1 ): 
30-4. 



Immuno-analyse et biologie specialisee (2013) 28, 73—83 



efigt aatir 

ELSEVIER 

MASSON 


Disponible en ligne sur 

SciVerse ScienceDirect 

www.sciencedirect.com 


Elsevier Masson France 

EM con suite 

www.em-consulte.com 



PROFILS IMMUNO-ANALYTIQUES EN BIOLOGIE MEDICALE 

Caracteristiques immuno-analytiques de la 
dehydroepiandrosterone et de son sulfate 

Immunoanalytical characteristics for dehydroepiandrosterone and its 
sulfate 

R. Doggui 


Unite etudes et planification, Institut national de nutrition et de technolo%ie alimentaire, 1 1, rue Jebel-Lakhdar, 1007 Bab 
Saadoun, Tunis, Tunisie 

Recu le 27 avril 2012 ; accepte le 8 mai 2012 


KEYWORDS Summary This paper presents the metabolic data of dehydroepiandrosterone and its sul- 

DHEA assay; fate. Clinical interest, preanalytical and analytical useful data for result interpretation are 

DHEA-S; also presented. 

Preanalytical © 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved, 

conditions; 

Analytical 

performances; 

Hyperandrogenism 
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Introduction 

La dehydroepiandrosterone (DHEA) (en plus de son derive 
sulfate) est consideree comme une prohormone. Elle fait 

Adresse e-mail : doggui.radhouene@gmail.com 


partie des parametres cles pour le diagnostic des desordres 
androgeniques en complement du tableau clinique. Elle 
a ete tres etudiee aussi en raison de sa correlation 
avec differentes pathologies chroniques (cancers, maladies 
cardiovasculaires) et diverses observations physiologiques 
(stimulation du systeme immunitaire). En vue d’une inter- 
pretation optimale des resultats des dosages, il est neces- 
saire de connaTtre le metabolisme de cette hormone et ses 
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variations physiopathologiques. Rappelons que les methodes 
immunologiques utilisees dans la pratique courante pour le 
dosage peuvent etre perturbees par des reactions croisees. 

Structure 

La DHEA est un steroide de formule brute C 19 H 2 80 2 et de 
masse moleculaire egale a 288 Da. Cette molecule est egale- 
ment denomee 3(3-hydroxy-5-androsten-17-one. Le DHEA-S 
(sulfate de DHEA ou DHEA-S0 4 ) possede une formule brute 
C 19 H 28 0 5 S et une masse moleculaire egale a 368 Da. Leurs 
structures chimiques respectives sont presentees sur la 
Fig. 1. 

Synthese de la dehydroepiandrosterone 

La formation de la DHEA suit le schema classique de la syn- 
these des steroides debutant par le cholesterol provenant 
des low density lipoprotein (LDL). La formation de la pre- 
gnenolone et de la 17a-hydroxypregnenolone est faite sous 
Faction de la CYP 11A1 et laCYP 17A1. Dans la zone reticulee 
du cortex surrenalien et plus precisement dans le reticulum 
endoplasmique, la formation de la DHEA est catalysee par 
cette meme enzyme (CYP 17A1). La DHEA, jouant princi- 
palement le role de precurseur des hormones androgenes 
surrenaliennes, est transformee par la 3(3-hydroxysteroYde 
deshydrogenase (3(3-HSD) en androstenedione. Aussi bien 
dans les glandes surrenales (sous Faction de la SULT2A1) 
que dans certains tissus peripheriques (foie, reins), une 
interconversion de la DHEA en DHEA-S se fait sous Faction 



HO 


Figure 1 Structure chimique de la dehydroepiandrosterone 
(DHEA) (a) et son derive sulfate (b). 


d’une hydroxysterofde sulfotransferase [1], Au cours de 
cette derniere reaction, le cofacteur est le groupement PAPS 
(3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfonate) [2]. La sulfo- 
transferase n’est pas specifique a la DHEA et peut catalyser 
la meme reaction pour d’autres steroides. L’hydrolyse du 
groupement sulfate est operee par une sulfatase codee par 
un gene lie a X. Les differentes etapes de la synthese sont 
presentees sur la Fig. 2. 


Metabolisme de la dehydroepiandrosterone 

La DHEA et la DHEA-S sont des androgenes surrenaliens a 
faible pouvoir androgene compare a celui de la testoste- 
rone. Le sulfate de DHEA est le steroide le plus abondant 
dans la circulation sanguine. La majeure partie de la DHEA 
est synthetisee par les glandes surrenales, toutefois une 
fraction mineure est secretee par les gonades, le tractus 
gastro-intestinal et lecerveau [3]. La principale forme circu- 
lante de cette prohormone est la forme sulfatee qui existe a 
des concentrations nettement superieures (500 a lOOOfois) 
a cedes de la DHEA. Environ 64% de la DHEA synthetisee 
quotidiennement sont convertis en DHEA-S chez Fhomme 
et la femme. Cependant, seulement 13% de la DHEA-S pro- 
duite durant les 24heures sont convertis en DHEA [4]. Le 
sulfate de DHEA est vehicule principalement par Falbumine. 
De meme, pour la DHEA, Falbumine est la principale pro- 
teine de transport (90%) et une faible fraction (environ 3%) 
est vehiculee par la testosteron binding globulin (TeBG) [5]. 
II existe une autre forme mineure de transport plasmatique 
de la DHEA, cede meditee par des lipoproteines : la pro- 
hormone est conjuguee a un acide gras (DHEA-AG) par une 
liaison ester et Fechange entre les differentes lipoproteines 
de la DHEA-AG suit un mecanisme cholesteryl ester transfer 
protein (CETP) independant [6] . La lecithine cholesterol acyl 
transferase (LCAT) est Fenzyme responsable de la forma- 
tion de la DHEA-AG, au niveau des high density lipoprotein, 
consideree comme un reservoir supplemental pour la for- 
mation des estrogenes et des androgenes actifs au niveau 
des tissus peripheriques [7]. L’Organic Anion Transporting 
Polypeptide (OATP) est une proteine transmembranaire qui 
s’exprime dans divers tissus biologiques tels que le cerveau, 
le foie et les reins [8]. Elle semble jouer un role primordial 
dans le passage de la DHEA-S a travers la membrane cel- 
lulaire et la barriere hemato-encephalique, que ce derive 
sulfate traverse difficilement a Fetat natif [9]. 

La demi-vie de la DHEA-S est elevee, entre huit et dix 
heures; pour la DHEA, elle est estimee a seulement a 
40 minutes [5]. L’augmentation de la solubilite de la DHEA- 
S grace a son groupement sulfate explique Faccroissement 
de son affinite pour Falbumine, la reduction de sa clai- 
rance et par consequent la diminution de son epuration 
de la circulation sanguine. Les concentrations seriques ele- 
vees en ce derive indiquent probablement qu’il s’agit d’un 
reservoir hormonal [10]. Ces prohormones vont passer vers 
les tissus peripheriques adequats possedant les enzymes 
necessaires ou elles seront converges en androgenes 
actifs et/ou estrogenes. Ces derniers ne passent pas ou peu 
dans la matrice extracellulaire et dans la circulation gene- 
rale. Ils exercent leurs actions directement dans le site de 
production. On parle alors d’un phenomene d’intracrinie 
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Figure 2 Voie de biosynthese de la dehydroepiandrosterone (DHEA). 


[11]. La synthese subsequente de la testosterone (andro- 
gene) et de I’EI (estrogene) implique plusieurs enzymes. 

La secretion de la DHEA et de son derive sulfate debute, 
vraisemblablement, au cours de la vie foetale, des le troi- 
sieme trimestre de la grossesse. La production maximale est 
observee vers la fin de la gestation avec un rendement de 
200 mg/ j [12]. Le foetus en est le responsable car il possede 
la batterie enzymatique necessaire (17-hydroxylase) [13]. 
Dans le cortex foetal, la synthese de la DHEA-S est faite 
preferentiellement lors de la stimulation directe par la 
corticotropin releasing hormone (CRH) via les recepteurs 
CRH de type I [14]. Enfin, il existe differents metabolites 
issus de la biotransformation (principalement hepatique) de 
la DHEA (eventuellement de la DHEA-S). D’une part, il y a la 
formation de la A4-androstenedione qui subit des reactions 
de reduction en 5a et en 5(3. Ces reactions aboutissent 
respectivement a la formation de I’etiocholanolone (Et) et 
I’androsterone (An). Ces deux molecules sont les principaux 
metabolites et ils sont glycuro- ou sulfo-conjugues avant 
leur excretion urinaire. D’autre part, il y a une reduction 
de la DHEA en 17a-hydroxy-DHEA ou en 17(3-hydroxy-DHEA. 
L’interconversion entre ces deux formes passe par la 
formation d’un intermediate, le 17-oxo-DHEA. La 7a- 
et la 7(3-hydroxy-DHEA sont des derives de la DHEA qui 
s’interconvertissent entre eux par la formation de la 7-oxo- 
DHEA sous I’action de la 11a-HDS de type I [3,15]. Il semble 
que la DHEA-S subit des reactions d’hydroxylation, notam- 
ment la 16a-hydroxylation au niveau du foie. Au niveau 
du placenta, la 16a-hydroxy-DHEA-S, sous I’action d’une 


sulfatase, perd son groupement sulfate. La formation de 
I’estriol s’opere par aromatisation de la 16a-hydroxy- 
DHEA. Sachant que 90% de I’estriol est produit par I’unite 
foetoplacentaire, il represente un excellent indicateur 
de I’activite metabolique foetoplacentaire [16]. La 16a- 
hydroxy-DHEA peut etre synthetisee chez la femme dans le 
tissu mamellaire. 

Regulation de la secretion et variations 
physiologiques de la dehydroepiandrosterone 

La regulation de la secretion de la DHEA comporte plusieurs 
incertitudes. Il est bien etabli que les concentrations plas- 
matiques de la DHEA sont secretees en phase avec celles 
du cortisol en reponse a un stimulus par I’ACTH (hormone 
adrenocorticotrope) et de la CRH au cours du nycthemere 
[17,18]. Mise a part la regulation hypothamohypophysaire 
(systemique), il existe un certain nombre d’autres elements. 
Les recepteurs a cytokines s’expriment de maniere plus 
abondante dans la zone reticulee [19]. Cette zone elle- 
meme est le siege d’ infiltration par les macrophages [20]. 
Ces migrations des macrophages apparaissent a un age rela- 
tivement precoce au cours du developpement [21]. Par la 
production de I’interleukine 6 (IL-6) et la secretion de la 
tumor necrosis factor-a (TNF-a), les macrophages et les cel- 
lules de la zone reticulee contribuent a la regulation locale 
de la synthese de la DHEA. Il semble que l’IL-6stimule la 
secretion de la DHEA [18,22], et ilaete constate que chez les 
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patients ayant une hyperprolactinemie, les taux de DHEA- 
S baissent [23], Au contraire, la Growth Hormone (GH, ou 
hormone de croissance) semble avoir un effet permis- 
sif avec I’ACTH et stimule la secretion des androgenes 

[24] . 

A la naissance, les concentrations de la DHEA et son 
derive sulfate sont elevees et sont superieures a celles de 
I’adulte normal. Elies baissent de maniere tres significa- 
tive au bout du premier mois. Durant les annees suivantes 
et jusqu’a six ans, les concentrations continuent a bais- 
ser en parallele a une involution de la surrenale foetale 

[25] . Entre six et sept ans, les concentrations de la DHEA 
re-augmentent chez les deux sexes [25], de facon simi- 
laire [26]. L’elevation de la secretion des steroides Cl 9, en 
particulier la DHEA et la DHEA-S, est accompagnee d’une 
expansion de la zone reticulee correspondant a I’adrenarche 
[27]. Toutefois, I’analyse du profit urinaire de la DHEA et de 
ses metabolites indique que I’adrenarche est un processus 
continu et qu’il debute depuis la naissance [28]. Les chan- 
gements biochimiques les plus remarquables au cours de 
cette phase pre-pubertaire est une expression des enzymes 
responsables de la synthese des androgenes surrenaliens. 
Une expression de la SULT2A1 et de la CYPB5contre une 
regression de la 3p-HSD [29]. Le pic maximal des concen- 
trations de la DHEA et la DHEA-S est observe entre 20 et 
30 ans; au-dela de la troisieme decade, les concentrations 
declinent progressivement. Un abaissement de 70 a 74% 
est observe respectivement pour le sexe masculin et femi- 
nin dans la categorie d’age comprise entre 50 et 60 ans 
par rapport aux concentrations optimales observees entre 
20 et 30 ans [30]. Chez la femme enceinte, la concentra- 
tion de la DHEA-S est abaissee environ trois fois par rapport 
aux concentrations retrouvees au debut de la gestation 
[31]. 

Les concentrations plasmatiques de la DHEA-S presentent 
une variabilite selon les saisons avec un pic au printemps 
et en hiver [32]. Enfin, la DHEA-S plasmatique presente 
une variabilite intra- et inter-individuelle respectivement 
de I’ordre de 7,1 % et 21 % [32]. 


Valeurs usuelles de la dehydroepiandrosterone 

A la naissance et durant les premieres semaines, les concen- 
trations de la DHEA restent tres elevees. Ulterieurement, 
elles regressent jusqu’a I’age de six a sept ans (adrenarche). 
Les concentrations different entre les deux sexes selon le 
stade pubertaire ; un peu plus elevees chez le sexe feminin. 
Les valeurs usuelles de la DHEA et DHEA-S sont indiquees 
dans les Tableaux 1 et 2 [26,33—35]. Les valeurs urinaires 
de la DHEA sont strictement correlees aux variations plas- 
matiques. Jusqu’a I’age de huit ans, elles ne depassent pas 
1,08±0,26pg/j. Entre dixet 18 ans, les valeurs augmentent 
progressivement pour atteindre a 18 ans 2,55±0,54|jig/j 
[28]. Toutefois, chaque laboratoire devra etablir ses propres 
valeurs de reference en fonction de la technique et du pro- 
tocole pre-analytique utilise. II faudra tenir compte de la 
variabilite intra- et inter-individuelle et des facteurs sus- 
ceptibles d’influencer les concentrations plasmatiques des 
deux steroides, telle que I’activite sportive d’endurance qui 
peut les augmenter [36]. 


Le facteur de conversion de la DHEA-S du pg/dL en 
p,mol/L est de 0,02714; celui de la DHEAdu ng/dLen nmol/L 
est de 0,0347. 

Effets biologiques de la 
dehydroepiandrosterone 

Le role physiologique de la DHEA n’est pas, a ce jour, claire- 
ment defini. Son action biologique la plus marquee resulte 
de sa conversion en steroides sexuels. La formation des 
derives de la DHEA s’opere dans les tissus peripheriques 
contenant les enzymes necessaires. Les effets androge- 
niques qui peuvent etre attribues a cette prohormone 
sont I’amelioration de la libido, de la fonction sexuelle 
et la procuration d’une sensation de bien-etre psychique 
[5,37]. Les effets estrogeniques les plus remarquables 
sont ^augmentation de I’osteosynthese et la mineralisation 
osseuse [5]. 

Une etude menee par Welle et al. [38] a revele que la 
DHEA n’a pas d’effet sur le metabolisme energetique. Apres 
evaluation du rendement d’incorporation de la leucine dans 
les proteines musculaires a forte concentration de DHEA, 
aucun effet n’a ete attribue a cette prohormone sur le meta- 
bolisme proteique. Ces informations sont en contradiction 
avec celles rapportees par une autre etude [39], 

La DHEA est active sur le metabolisme des lipides : elle 
reduit le pourcentage de matiere grasse de I’organisme 
[39], suite probablement a la conversion de la DHEA et son 
aromatisation en estrogenes, independamment de I’E, et 
l’E 2 dont les concentrations plasmatiques restent inchan- 
gees [39] : d’ou I’importance du phenomene d’intracrinie 
introduit par Labrie [11]. Une supplementation par la DHEA 
pendant 28 jours provoque une baisse de 7,5% du taux de 
cholesterol, et plus exactement du LDL-cholesterol (effet 
estrogenique) [39]. A faible concentration, la DHEA joue 
un role protecteur contre la peroxydation lipidique ; cepen- 
dant, a forte dose elle a un effet inverse [40]. 

Au niveau du metabolisme glucidique, la DHEA augmente 
la sensibilite des cellules a I’insuline et I’absorption cellu- 
laire du glucose [41] par I’induction des proteines GLUT 1 et 
GLUT 4 [42]. Un effet antidiabetique lui est associe [41]. 
La diminution de la DHEA-S au cours de la vie est correlee 
a une augmentation de I’intolerance au glucose. En syner- 
gie avec ces informations, il est frequent de retrouver de 
faibles concentrations de la DHEA-S au cours du syndrome 
de resistance a I’insuline [43,44]. A une concentration de 
I’ordre de 10 -5 M, la DHEA inhibe I’activite de la G6PD dans 
les gonades, le foie et a des concentrations elevees (50 a 
100 fois), elle inhibe la proliferation des fibroblastes [45]. 
La meme observation est rapportee pour les cellules de 
I’endothelium vasculaire [46]. Les effets sur la proliferation 
cellulaire semblent varier selon le type cellulaire concerne 
et les concentrations de la DHEA et ses derives (physiolo- 
giques ou pharmacologiques) [47]. 

Cette prohormone possede aussi un pouvoir anti- 
atherome, explique par des mecanismes tels que I’inhibition 
de I’expression des recepteurs CD40/CD40L, induite par 
I’lFN-gamma (interferon-gamma). II a ete demontre qu’une 
inhibition est exercee par la DHEA sur l’ERK1/2 induite par 
I’lFN-gamma [48]. II est clairement etabli que la DHEA pos- 
sede un effet anti-glucocorticoYde [49] qui s’exerce via 
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Tableau 1 Valeurs usuelles plasmatiques de la dehydroepiandrosterone (DHEA) en fonction de I’age et du sexe. 


Age (ans) 

Masculin (nmol/L) 

Feminin (nmol/L) 

Methode de dosage 

0-5 

4,59 ±3,96 


5,95 ±5,12 

RIA (immunotech) 

6-10 

3,97 ± 3,01 


5,58 ± 5,29 

[26] 

11-15 

10,20± 7,02 


16,70±9,76 


16-20 

29,70± 16,70 


38,30 ±20,20 


21-25 

23, 20± 12,90 


31 ,60 ± 1 3,40 


26-30 

20,90± 6,06 


23, 90 ±21, 00 


31-35 

26,70 ±13,40 


20,20 ±11,10 


36-40 

16,80± 6,93 


31,50 ±17,90 


41-45 

14,00± 6,59 


29, 50 ±20,40 


46-50 

1 5,90 ± 10,70 


26,80 ±14,00 


51-60 

1 1 ,00 ± 4,28 


23,40 ±16,10 


>60 

6,14 ± 3,51 


12,30±9,04 


Masculin 


Feminin 



Age par ans (stade 

Valeurs usuelles 

Age (stade pubertaire) Valeurs usuelles (nmol/L) 

Methode de dosage 

pubertaire) 

(nmol/L) 




<9,8 (PI) 

1-12 

<9,2 (PI) 

1-12 

Information 

9,8-14,5 (P2) 

4-17 

9,2-13,7 

5-20 

indisponible [33] 

10,7-15,4 (P3) 

6-20 

10,0-14,4 

7-21 


11,8-16,2 (P4) 

6-22 

10,7-15,6 

7-27 


12,8-17,3 (P5) 

9-32 

11,8-18,6 

7-30 



un mecanisme non genomique et que I’alteration de sa 
concentration avec I’age, contrairement au cortisol (dimi- 
nution du rapport DHEA/cortisol), developpe un terrain 
favorable aux effets deleteres de ce glucocorticoide. Le 
terme « neurosteroide» a ete introduit pour designer les 
hormones produites au niveau du systeme nerveux et plus 
particulierement le cerveau. La DHEA est I’un des neuro- 
sterofdes produits localement, tout comme la progesterone, 
capable d’exercer une fonction modulatrice du systeme ner- 
veux central [50], 

La 7a-OH-DHEA est un derive hydroxyle de la DHEA et I’un 
de ces mediateurs pour la stimulation de la reponse immu- 
nitaire [51]. La 16a-OH-DHEA n’a pas de fonction connue, 
mais il a eterapporte que sa concentration urinaire s’eleve 
chez les patients hypertendus [52]. 

Les donnees permettant de conclure a I’existence d’un 
recepteur pour la DHEA (et/ou ses metabolites) au niveau de 
la membrane cellulaire s’accumulent de jour en jour, sans 
pour autant qu’un des recepteurs de forte affinite a la DHEA 
ou a I’un de ses derives fut isole [53]. A ce jour, on sait que 
des recepteurs tels que le Peroxisome Proliferator Activa- 
ted Receptor alpha (PPARa) sont actives, mais le mecanisme 
precis de proliferation des peroxysomes induit par la DHEA 
reste actuellement inconnu. De meme pour le Pregnane X 
Receptor (PXR) et Estrogen Receptor (ER) les mecanismes 
d’activation demeurent inconnus [4]. 

Variations pathologiques de la 
dehydroepiandrosterone et indications de 
dosage 

La concentration de DHEA et de son derive sulfate peut 
varier selon la situation physiopathologique. 


Augmentation de la dehydroepiandrosterone et de 
son sulfate 

Les etiologies sont nombreuses : blocage enzymatique, 
tumeurs virilisantes de la surrenale, syndrome des ovaires 
polykystiques. 

Les concentrations plasmatiques de la DHEA et du sulfate 
de DHEA apportent des informations sur la secretion andro- 
genique d’origine surrenalienne. En pratique, leur dosage 
est particulierement utile pour la mise en evidence d’une 
tumeur surrenalienne. Dans les corticosurrenalomes malins, 
des concentrations elevees sont retrouvees. Le taux de la 
DHEA-S permet d’orienter le diagnostic differentiel vers une 
forme benigne ou maligne [54]. D’autres etudes contre- 
disent cette indication [55]. 

Des taux plus moderes (voir limite de la normale) 
de la DHEA et de son sulfate sont observes chez les 
heterozygotes pour la 21 -hydroxylase. Des valeurs supra- 
physiologiques de la DHEA-S sont observees dans 50% 
des cas de deficit en la 21 -hydroxylase (forme non clas- 
sique) [56]. Le deficit complet en la 3|3-HSD entraine 
un effondrement des taux plasmatiques du cortisol, de 
I’aldosterone et des androgenes surrenaliens (DHEA). Le 
diagnostic est possible des la limite inferieure de deux 
ecarts-types de la valeur de reference. Le test de stimu- 
lation au synacthene est tres informatif a ce niveau : une 
elevation importante est obtenue au bout d’une heure. 
Une valeur superieure a 58,22 nmol/L qui est la valeur 
usuelle au bout de 60 minutes [57] est I’un des criteres 
de diagnostic du deficit en la 3|3-HSD. Mais chaque labo- 
ratoire devra etablir ses propres valeurs. Le dosage de la 
DHEA sur un seul prelevement peut etre informatif dans 
la mesure ou la valeur est tres elevee. La DHEA-S n’est 
pas stimulable par le synacthene. L’elevation du rapport 
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Tableau 2 Valeurs usuelles seriques de la DHEA-S en fonction de I’age et du sexe ([34,35]). 



Masculin (|j,mol/L) 

Feminin (n,mol/L) 

Methode de dosage 

Cordon ombilical, entre 18-34 semaines de gestation 

3,06-4,11 


RIA 

26-28 semaines, 4 e jour 

3,33-23,93 


LC-MS 

31-35 semaines, 4 e jour 

3,31-19,26 



Age 




3 j 

2,38-9,66 


LC-MS 

1 mois 

<3,03 



6mois 

<1,32 



1-5ans 

<1,54 



6-7 ans 

<1,95 



8-10ans 

<5,23 



Age (stade pubertaire) - Masculin (pmol/L) 




<9,8ans (PI) 

0,35-2,25 



9,8— 14,5ans (P2) 

1,13-2,95 



10,7— 15,4ans (P3) 

1,3-5,42 



11, 8-16, 2 ans (P4) 

2,76-10,44 



12,8—17,3 ans (P5) 

3,25-10,04 



Age (stade pubertaire) - Feminin (pmol/L) 




<9,2ans (PI) 

0,51-3,90 



9,2—13,7 ans (P2) 

0,92-3,50 



10,0-13,7ans (P3) 

0,86-6,13 



10,7— 15,6ans (P4) 

1,57-7,05 



11,8— 18,6ans (P5) 

1,19-6,73 



Age (ans) 




21-30 

1,03-14,19 

0,59-10,09 


31-40 

0,89-11,2 

0,46-7,76 


41-50 

0,43-10,58 

<6,21 


51-60 

<8,08 

<5,83 


61-70 

<6,81 

<3,47 


71-80 

<5,64 

<3,01 


81-90 

<2,87 

<2,74 



DHEA/androstenedione peut etre informative pour orienter 
le diagnostic vers une hyperandrogenie par deficit en 3(3-HSD 
[57]. 

Au cours du syndrome des ovaires polykystiques, il y a 
une elevation des metabolites de la DHEA: DHEA-S, la 11- 
OH-androstenedione. 


Lors de I’adrenarche precoce et de I’hyperprolactinemie, 
une elevation moderee de la DHEA est notee [58]. 

Au cours du consensus de 2010 [59], la Societe francaise 
d’endocrinologie a elabore un arbre decisionnel pour 
I’exploration de I’hyperandrogenie feminine. Les recom- 
mandations preconisent un dosage de la testosterone (T) 
comme parametre de premiere intention. 


Tableau 3 Substances affectant la concentration de la dehydroepiandrosterone (DHEA) et de la DHEA-S [70], 

Substances qui elevent la 
concentration de la DHEA 

Substances qui diminuent la 
concentration de la DHEA 

Substances qui elevent la 
concentration de la DHEA-S 

Substances qui diminuent la 
concentration de la DHEA-S 

HCG 

ACTH 

Prolactine 

Benfluorex 

Clomiphene 

Alprazolam 

Agents neuroleptiques 
Nicotine 

Dexamethasone 

Insuline 

HCG 

ACTH 

Benfluorex 

Metformine 

Prolactine 

Agents neuroleptiques 

Nitrendipine 

Nicotine 

Retinol 

Regime pauvre en graisse 
Dexamethasone 

Insuline 

Clomipramine 

Vitamine E 

Consommation d’alcool 
(ethanol) 




Tableau 4 Anticorps pour le dosage de la dehydroepiandrosterone (DHEA), de ses metabolites et les taux de reactions croisees respectifs. 

Molecule cible 

DHEA [71] 

DHEA-S [72] 

7a-OH-DHEA [73] 

7p-OH-DHEA [74] 

16a-OH-DHEA [75] 

Type d’ anticorps 

- 

DHEA-3HS-BSA (8B11) (%) 

7a-OH-DHEA-19-CMO-BSA (%) 

7p-OH-DHEA-19-CMO-BSA (%) 

16a-OH-DHEA-19-CMO-BSA (%) 

DHEA-S 

0,05 

100 

— 

— 

<0,01 

DHEA 

100% 

20 

1,95 

0,82 

<0,01 

Sulfate d’androsterone 

- 

14 

- 

- 

- 

Sulfate d’epiandrosterone 

- 

9 

- 

- 

- 

Epiandrosterone 

4,55 

- 

- 

- 

- 

Androsterone 

0,248 

11 

- 

- 

- 

Androsterone glucuronidee 

- 

19 

- 

- 

- 

Androstenedione 

0,61 

0,8 

- 

Insignifiante 

- 

Etiocholanolone 

- 

<0,01 

- 

- 

- 

Testosterone 

0,496 

<0,01 

- 

Insignifiante 

<0,01 

5a-androstene-3oi,17(3-diol 

- 

<0,1 

- 

Insignifiante 

<0,01 

Cortisol 

0,124 

<0,01 

- 

- 

- 

Progesterone 

0,419 

<0,01 

- 

- 

<0,01 

Estradiol 

0,196 

<0,01 

- 

— 

- 

Sulfate d’estrone 

- 

<0,01 

- 

- 

- 

Estrone 

0,173 

— 

— 

- 

— 

5-androstene-3p-7a-17p-triol 

- 

- 

0,49 

Insignifiante 

- 

7-oxo-DHEA 

- 

- 

0,16 

0,07 

- 

Dihydrotestosterone 

0,471 

- 

0,04 

Insignifiante 

- 

Pregnenolone 

- 

- 

0,04 

Insignifiante 

- 

7-oxo-pregnenolone 

- 

- 

0,02 

0,08 

- 

7P-OH-DHEA 

- 

- 

1,16 

100 

- 

7a-OH-DHEA 

- 

- 

100 

0,15 

- 

Estriol 

- 

- 

- 

- 

<0,01 

4-androstene-3,17-dione 

- 

- 

- 

- 

<0,01 

16P-OH-DHEA 

- 

- 

- 

- 

0,13 

16a-OH-DHEA 

- 

- 

- 

- 

100 



^1 

SO 
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Si la valeur de la T est superieure a 200ng/dL, il est 
recommande de pratiquer le dosage de la DHEA-S : 

• pour une concentration superieure a 600 |jLg/dL, le diag- 
nostic est oriente vers un corticosurrenalome secretant 
des androgenes ; 

• pour une concentration normale, le diagnostic est oriente 
vers une tumeur ovarienne secretant des androgenes. 

Le dosage de la testosterone par technique immunolo- 
gique doit etre precede d’une extraction par un solvant 
organique: des problemes de reactions croisees avec la 
DHEA-S ont ete rapportes avec la plupart des kits. 

Diminution de la dehydroepiandrosterone et de 
son sulfate 

Les concentrations de la DHEA ou de la DHEA-S sont basses en 
cas d’insuffisance surrenale primaire ou secondaire. Chez les 
patients atteints d’un syndrome de Cushing du a un adenome 
surrenalien, il y a une depletion de la DHEA-S plasmatique 
[60]. Des valeurs normales peuvent etre observees dans la 
maladie de Cushing [60]. Une diminution lors d’un deficit en 
21 -hydroxylase avec perte de sel. 

Un abaissement de la DHEA-S et du rapport DHEA- 
S/DHEA est observe chez les patients atteints de la maladie 
d’Alzheimer ou de demence [61]. 

Une alteration des taux plasmatiques de la DHEA-S est 
correlee avec plusieurs autres pathologies (maladies cardio- 
vasculaires, cancer de la prostate, lupus erythemateux). 

Il faut tenir compte de I’age des patients et des donnees 
cliniques pour interpreter les resultats. 

Phase preanalytique 
Au niveau sanguin 

Il n’y pas de precautions particulieres pour la pratique des 
dosages sur plasma ou sur serum. Toutefois, il est recom- 
mande pour certains kits ou automates (immulite 2000, 
Nichols Advantage) d’utiliser le serum [62]. Certains tubes 
collecteurs (en plastique : Greiner Bio-One™ Vacuette™ et 
plastic BD Vacutainer SST™ tubes ; en verre : glass Becton 
Dickinson [BD] Vacutainer™) disponiblent sur le marche pour 
le prelevement ne semblent pas alterer la concentration de 
la DHEA-S [63], 

La secretion de la DHEA suit le nycthemere, il est done 
preferable de standardiser I’heure de prelevement entre 
huit et dix heures du matin. 

Le dosage de la DHEA-S ne necessite aucune extrac- 
tion prealable car sa concentration est tres elevee et le 
risque de reaction croisee est faible. En revanche, la quan- 
tification de la DHEA necessite une etape d’extraction par 
I’ether ethylique [62]. Fiet et al. [57] ont realise une puri- 
fication par chromatographie sur celite (95:5; isooctane: 
dichloromethane). La purification sur la colonne Sepha- 
dex LH20est possible avec une mixture hexane; benzene; 
methanol (90:5:5). La DHEA-S est stable un jour, a tempe- 
rature ambiante, deux semaines entre 4— 8°C et plus d’un 


an a -20 °C [64], La DHEA est stable quelques jours entre 
4-8 C, mais elle est tres stable a -20 °C. 

Au niveau salivaire 

Le recueil de la salive pour le dosage de la DHEA et de son 
sulfate peut etre effectue de maniere passive ou avec des 
salivettes a base de coton. Certaines etudes [65] rapportent 
une interference possible du coton sur ces analytes. Il est 
preferable d’eviter les stimulants gustatifs tels que I’acide 
citrique. Au cas ou leurs utilisations s’imposent (service de 
geriatrie), une validation de la technique est requise. Les 
echantillons devront etre centrifuges a 1500g (au moins) 
pendant cinq minutes pour I’elimination de la mucine [66]. 
La contamination par le sang (microsaignements) est rare et 
affecte peu les concentrations salivaires de la DHEA [67]. La 
contamination des prelevements par les bacteries n’altere 
pas les taux de la DHEA [68]. L’ extraction de la DHEA peut 
etre faite par I’acetate d’ethyle: hexane (3:2). 

La DHEA est stable au bout de trois cycles de congela- 
tion/decongelation et peut etre conservee jusqu’a au moins 
six mois a -20 °C [69]. 

Au niveau urinaire 

La DHEA urinaire (appartient aux 17-cetosteroi'des) prise 
isolement est un parametre qui ne presente pas d’interet 
particulier. Elle peut etre quantifiee parmi d’autres para- 
metres au cours de I’etablissement du « profiling » lors de 
I’exploration fonctionnelle. La verification de la qualite du 
prelevement necessite le dosage de la creatinine urinaire. Il 
est possible d’ajouter de I’azide de sodium pour la conserva- 
tion. Ce conservateur est un inhibiteur de la peroxydase et 
done il est deconseille pour les techniques d’immunoanalyse 
utilisant cet enzyme. 

Xenobiotiques et hormones susceptibles 
d’influencer les concentrations de la 
dehydroepiandrosterone et de son sulfate 

Differents medicaments et hormones sont susceptibles 
d’influencer le taux circulant de la DHEA et de son sulfate. La 
communication entre le clinicien et le biologiste est impor- 
tante a ce niveau, pour la mise en evidence des troubles 
iatrogenes et de les differencier des troubles pathologiques. 
Le Tableau 3 presente une liste non exhaustive de ces sub- 
stances. Toutefois, les donnees restent variables en fonction 
de la duree du traitement par le medicament, selon I’age 
ou I’index de masse corporelle. 

Techniques d’immunoanalyse et molecules de 
la reaction croisee 

Les techniques employant la spectrometrie de masse sont 
plus robustes pour la quantification de la DHEA et neces- 
sitant moins de pretraitement pour les echantillons. Les 
differents anticorps utilises pour la quantification de la DHEA 
et ses metabolites ainsi que les taux de croisement (de cer- 
tains kits) sont consignes dans le Tableau 4 [71—75]. Le 
plus souvent, il s’agit d’un dosage competitif utilisant des 
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marqueurs tels que I’iode 125 l, le tritium, HRP (peroxydase 
de Raifort) et la peroxydase. Le complexe immunogene uti- 
lise pour ^immunisation des animaux afin d’obtenir des 
anticorps diriges contre la DHEA est le DHEA-17-CMO-BSA 
[76]. Recemment, une etude menee par Shrivastav et al. 
[76] revele que, pour une technique de type Enzyme Immu- 
noassay (EIA), I’introduction dans la molecule du conjugue 
(entre le steroide et I’enzyme) d’un pont de type ethylene 
diamine, uree ou dihydrazide d’acide adipique (diacide car- 
boxylique aliphatique de formule brute C 6 Hi 0 O 4 ), augmente 
la sensibilite de la technique et reduit le taux de reaction 
croisee. La nature hydrophile ou hydrophobe de ce pont 
ou « spacer » est tres importante pour la specificite et la 
sensibilite analytique. 
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Structure 

La vitamine D a une structure moleculaire de steroide. Elle 
existe sous differentes formes differant entre elles par leur 
degre d’hydroxylation (Fig. 1) [1], 

Biosynthese 

La vitamine D a deux origines, exogene et endogene. 
L’origine exogene est representee par les sources 


* Auteur correspondant. 

Adresse e-mail : ogaillard@ch-lemans.fr (0. Gaillard). 


alimentaires (dont la consommation reste toutefois limitee) 
soit animales essentiellement representees par les poissons 
gras (vitamine D3ou cholecalciferol = D3), soit vegetales 
(vitamine D2ou ergocalciferol = D2) [1]. Ces vitamines D2et 
D3sont absorbees dans I’intestin grele [2,3]. La seconde 
origine qui represente en regie generale la majeure partie 
est endogene sous la forme de vitamine D3. La peau peut la 
synthetiser a partir de 7-dehydrocholesterol sous I’effet de 
certains rayonnements UVB (longueur d’onde entre 290 et 
315nm) [4]. Sous I’influence de la temperature (optimale 
a 37 °C), cette previtamine D3est ensuite isomerisee en 
vitamine D3. En situation d’exposition intense a un enso- 
leillement important, I’exces de previtamine D3 forme est 
transforme en compose inactif sous I’effet de la chaleur; 


0923-2532/$ - see front matter © 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 
http://dx.doi.Org/10.1016/j.immbio.2012.09.002 
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Vitamine D 3 (D 2 ) 25(OH) vitamine D 3 (D 2 ) 1,25(OH) 2 vitamine D 3 (D 2 ) 



Figure 1 Differences structurelles entre vitamine D3 et D2 et leurs metabolites. 


il n’y a pas d’intoxication a la vitamine D suite a une 
exposition excessive et prolongee au soleil [1], 

II est important de noter que la presence des UVB depend 
de Tangle entre le soleil et la surface de la Terre, done 
de la latitude mais aussi de I’altitude. S’ils sont presents 
toute I’annee en zone intertropicale, cela n’est plus vrai 
lorsqu’on s’eloigne significativement de I’equateur. Pour les 
latitudes de 45— 50degres (e’est le cas de la France), les 
UVB ne sont presents que cinq a six mois dans I’annee 
(de debut avril a fin septembre) et seulement lors des 
heures « chaudes » pour les extremites de ces periodes. Une 
exposition a un « soleil d’hiver» ne permet done pas de syn- 
thetiser de la vitamine D3, sauf en altitude. En revanche, 
si les UVB sont presents, la synthese cutanee de vitamine 
D3sera equivalente au niveau de I’equateur et sous nos 
latitudes. 

De nombreux facteurs interviennent dans cette syn- 
these: environnementaux (pollution atmospherique, cou- 
verture nuageuse) et individuels (couleur de la peau, 
diminution avec I’age des reserves cutanees en 7- 
dehydrocholesterol), protections vestimentaires [1], 

Absorption, transport et metabolisme de la 
vitamine D 

Qu’elle provienne de I’alimentation ou d’une supplementa- 
tion medicamenteuse, la vitamine D liposoluble est absorbee 
dans tout I’intestin grele, associee a des sels biliaires et des 
acides gras libres. 

L’intestin peut egalement absorber des metabolites de 
la vitamine D, comme la 25-hydroxyvitamine D (25(OH)D) 
ou la 1,25-dihydroxyvitamine D (1,25(OH) 2 D). Toute mala- 
die comportant une malabsorption ainsi que les regimes et 
medicaments empechant I’absorption des graisses risquent 
d’avoir un impact negatif sur I’absorption intestinale de la 
vitamine D. Une partie de la vitamine D synthetisee ou inge- 
ree va etre stockee dans le tissu adipeux et cela d’autant 
plus que la masse grasse est importante. 

La vitamine D et ses metabolites sont des steroYdes et 
sont done liposolubles/hydrophobes. Ils doivent par conse- 
quent etre transports par des proteines dans les milieux 
aqueux comme le plasma. Quelle que soit son origine, la 
vitamine D (D2ou D3) est transportee dans le sang par une 
proteine porteuse de 458 acides amines (PM = 52kDa), la 
vitamin D binding protein (DBP) qui, outre ce role, augmente 
la demi-vie et module la distribution des metabolites de la 
vitamine D aux tissus. 


Dans le foie, la vitamine D est hydroxylee sur le carbone 
25 sous Taction d’une vitamine D-25-hydroxylase pour for- 
mer la 25(OH)D ou calcidiol. Cette hydroxylation n’est pas 
(ou peu) regulee; cela veut dire que plus la quantite de 
vitamine D synthetisee ou ingeree est importante, plus la 
quantite de 25(OH)D formee est grande [5]. 

La 25(OH)D est ensuite relarguee dans la circulation avec 
une demi-vie de deux a trois semaines. 

Dans le rein, grace a une enzyme, la 1-alphahydroxylase, 
la 25(OH)D est hydroxylee sur le carbone 1 pour former la 
1,25 dihydroxy vitamine D (1,25(OH) 2 D) ou calcitriol. Cette 
hydroxylation renale est regulee et stimulee principalement 
par la parathormone (PTH), par une hypophosphatemie ou 
de faibles apports alimentaires en calcium ou en phosphate 
et par I’lGFI. Elle est inhibee par une hyperphosphatemie 
et la 1,25(OH) 2 D elle-meme [2]. 

La 1,25(OH) 2 D est le metabolite actif de la vitamine D 
et sa demi-vie dans le serum est de quatre heures environ 
(Fig- 2) [1], 

Actions physiologiques 

La 1,25(OH) 2 D agit via un recepteur, le VDR (recepteur de 
la vitamine D), present dans de nombreux tissus pour exer- 
cer un effet soit endocrine ou elle agit directement sur les 
tissus cibles, soit autocrine par sa synthese dans les cellules 
memes du tissu via T hydroxylation de la 25(OH)D [2]. 

Le complexe VDR-1,25(OH) 2 D, apres s’etre associe au 
recepteur de I’acide retinoYque (RXR) dans la cellule, va 
induire, a travers I’activation de sites appeles elements de 
reponse a la vitamine D (VDRE), la synthese de differentes 
proteines [2,6]. 

La 1,25(OH) 2 D joue une role majeur dans le maintien 
de I’homeostasie phosphocalcique avec une regulation des 
taux seriques de calcium physiologiques en agissant a la 
fois sur les parathyrofdes, le rein et I’intestin. Dans la cel- 
lule intestinale, la 1,25(OH) 2 D permet, par un processus 
actif, d’augmenter I’absorption de calcium et de phosphate 
lorsque les apports calciques ou phosphores sont faibles, 
ou dans certaines circonstances physiologiques (croissance, 
grossesse, lactation) ou pathologiques (hyperparathyroYdes, 
granulomatoses...). 

Ainsi, les echanges phosphocalciques dans le tissu osseux 
permettent une mineralisation osseuse satisfaisante. 

En cas de deficit en vitamine D, la diminution de 
I’absorption intestinale de calcium et la tendance a 
I’hypocalcemie vont induire une augmentation de la PTH 
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Figure 2 Metabolisme de la vitamine D. 
D’apres Souberbielle [1], 


serique qui va retablir une calcemie normale mais aux 
depens de I’os en stimulant le remodelage osseux (hyperpa- 
rathyrofde secondaire) aboutissant a terme a une fragilite 
de I’os [3]. Si le deficit est profond, cela se traduit par un 
defaut de mineralisation represente par le rachitisme chez 
I’enfant et par I’osteomalacie chez I’adulte. Dans I’os, au 
niveau des osteoblastes via le recepteur VDR, la 1,25(OH) 2 D 
tout comme la PTH et les prostaglandines, stimule la produc- 
tion d’une cytokine, le RANKL(ligand du receptor activator 
of NF-Kappa B), dont le role est essentiel dans la resorp- 
tion de I’os par activation de I’osteoclastogenese. Elle 
exerce egalement une action inhibitrice sur la production 
de I’osteoprotegerine (inhibiteur naturel du RANKL) [2,7]. 
Au niveau du rein, la 1,25 (OH) 2 D auto-regule sa production 
en exercant un retro-controle negatif via la suppression de 
la 1-alphahydroxylase et la stimulation de la 24- hydroxylase 
(Fig. 3) [8], 

Par ailleurs, la 1,25(OH) 2 D agit sur de multiples tissus 
autres que le tissu osseux, du fait de la presence ubiquitaire 
des recepteurs VDR sur les cellules (prostate, rein, ovaire, 
colon, cerveau, muscles, lymphocytes, macrophages...) et 
les muscles. L’effet immunomodulateur de la vitamine D 


est lie a la presence de recepteurs VDR sur les lymphocytes 
T et B ou la vitamine D exerce un effet de stimulation sur 
Timmunite innee et d’inhibition de Timmunite acquise. 
Son role dans la reponse anti-infectieuse a egalement ete 
decrit [7]. Enfin, la 1,25(OH) 2 D controle de nombreux genes 
intervenant dans la regulation de la proliferation cellulaire 
de cellules saines et cancereuses [2,8]. 

C’est la 25(OH)D representant le stock de vitamine D de 
I’organisme qui doit etre dosee pour savoir si le patient a ou 
non une carence en vitamine D. 

En effet, meme si la 1,25(OH) 2 D est reconnue comme le 
metabolite actif de la vitamine D, plusieurs etudes suggerent 
d’importantes fonctions physiologiques pour la 25(OH)D. 
D’une part, elle est le substrat pour la formation de la 
1,25(OH) 2 D, d’autre part, elle semble avoir une activite 
directe sur I’absorption intestinale du calcium, 200 a 400fois 
plus faible que celle de la 1 ,25(OH) 2 D mais avec des concen- 
trations circulantes 500 a lOOOfois plus elevees [5]. Lors 
d’une insuffisance en vitamine D, la 1,25(OH) 2 D serique 
pourra etre normale, elevee ou basse. La mesure de la 
1 ,25(OH) 2 D n’est done pas appropriee pour evaluer le statut 
vitaminique D. 
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Figure 3 Metabolisme de la vitamine D et ses differents effets biologiques sur le metabolisme osseux. 

D’apres Levy-Weil [3]. 


Alors qu’il est maintenant consensuel que le statut vita- 
minique D doit etre evalue par la mesure de la 25(OH)D, 
plusieurs editoriaux et revues de la litterature ont recem- 
ment discute les valeurs de references (voir la mise au point 
de J.C. Souberbielle [1] pour plus d’information). 

En resume, les valeurs de reference de la 25(OH)D ne 
sont pas etablies en la dosant dans une population apparem- 
ment en bonne sante, comme on le fait pour la majorite des 
autres parametres biologiques, mais en essayant de definir 
la concentration de 25(OH)D : 

• au-dessous de laquelle il peut y avoir un risque accru 
de differents evenements indesirables (pas seulement 
osseux) ; 

• au-dessus de laquelle on profitera au mieux des effets 
benefiques potentiels de la vitamine D. 

Bien qu’il ne s’agisse pas d’un consensus absolu, la majo- 
rite des experts pense qu’il faut avoir une concentration 
superieure a 30 ng/mL (soit 75 nmol/L) pour definir un statut 
vitaminique D « optimal ». 

Les seuils les plus frequemment utilises sont : 

• deficit profond (ou carence): inferieur a 10 ng/mL (25 a 
30 nmol/L) ; 

• deficit modere: 10a 20 ng/mL (25a 30a 50 nmol/L); 

• insuffisance : 20a 30 ng/mL (50a 75 nmol/L). 

II est a noter que la vitamine D est potentiellement 
toxique. C’est pourquoi, les doses recommandees pour les 
supplementations sont relativement modestes. Un exces 
de vitamine D (> 75 ng/mL) aura pour consequence une 
augmentation de I’absorption intestinale du calcium. La 
tendance hypercalcemique qui en resultera freinera la 


secretion de PTH, ce qui augmentera la calciurie avec des 
risques renaux potentiels (lithiase, nephrocalcinose) [5], 
Contrairement au dosage de la 25(OH)D, le dosage de la 
1,25(OH) 2 D ne devrait etre prescrit qu’en seconde inten- 
tion dans le cadre d’un bilan extensif du metabolisme 
phosphocalcique et plus particulierement dans certaines 
indications : hypercalciurie (avec ou sans hypercalcemie) et 
PTH basse ou normale basse pour eliminer une augmenta- 
tion de la 1,25(OH) 2 D liee a une granulomatose, un diabete 
phosphate primitif pour savoir si la 1,25(OH) 2 D est elevee 
(reponse physiologique a une hypophosphatemie) ou non (ce 
qui peut orienter vers une tumeur) [1], 

Les valeurs de references habituelles de la 1,25(OH) 2 D 
varient avec I’age : 

• nourrisson : 30a 150pg/mL; 

• enfant plus de trois ans : 20 a 80 pg/mL ; 

• adolescent : 30a 120pg/mL; 

• adulte : 20 a 60 pg/mL. 

Dosages de la vitamine D 

Stability de la 25(OH)D et de la 1,25(OH)2D dans le 
serum et le plasma [9] 

La 25(OH)D et la 1,25(OH) 2 D sont tres stables dans le serum 
et le plasma. Lissner et al. ont montre que les metabolites 
de la vitamine D sont stables dans le sang conserve a 24 °C 
pendant 72heures. Cette stabilite a ete egalement mon- 
tree pour des serums et des plasmas soumis a des cycles 
de congelation— decongelation [10]. 

Meme si cela n’est pas rapporte pour les immunodosages, 
il est conseille d’eviter les tubes avec gel et cela quelle que 
soit la methode de dosage [1], 
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Tableau 1 Performances des methodes HPLC et LC-MS/MS (d’apres Wallace et al. [16]). 


Reference 

Pourcentage 

Limite inferieure 

Limite inferieure 

Intervalle de 

Repetabilite 

Reproductibilite 


moyen de 

de detection 

de quantification 

mesure 

(CV%) 

(CV%) 


recuperation 

(nmol/L) 

(nmol/L) 




HPLC 







Matra- 

99—100,2% 

5,2 

17,5 


0,83 250HD3 

1,8 250HD3 

Granados 





0,92 250HD2 

1,9 250HD2 

Jakobsen 

90,3% 

4 


4-200 

3,8 

5,7 

Roth 






2, 3-6, 5% 
250HD3 

Glendenning 

88-104% 



7-250 

< 10% 

< 12% 

et al. 

250HD3 

86-97% 

250HD2 






Brunetto 

91-98% 

7,5 


7,5-80 

m 

V 

< 3% 

Turpeinen 

85— 105%25OHD3 

3 

10 

15-200 



Alvarez 

88 ± 5,1 % 

4 



< 7,7 250HD3 

< 10,8 250HD3 


250HD3 

81,5 ± 4,7% 

25 0HD2 




< 6 250HD2 

< 11,8 250HD2 

LC-MS/MS 







Knox 

89-104% 


4 250HD3 

4-300 

< 10D2 + D3 

< 10D2 + D3 

Chen 

99 % 250HD3 

1,2 250HD3 


1-250 

<7% 250HD3 

<9% 250HD3 


95% 250HD2 

4,6 25 0HD2 



<11% 250HD2 

<16% 250HD2 

Saenger 

93-103% 

0,2 

0,75 

2250 

<8% 250HD3 

< 11,5 250HD2 


250HD3 

86-92% 

250HD2 




< 8,8% 250HD2 


Tsugawa 

104% 250HD3 

7,5 



5,7% 250HD3 

2,5% 250HD3 


99% 250HD2 




4,5% 250HD2 

5,1 % 250HD2 

Maunsell 

91-110% 


< 5 250HD3 

4-250 

5,7% 250HD3 

2,5% 250HD3 


250HD3 

94-108% 

250HD2 


< 5 250HD2 


4,5% 250HD2 

5,1 % 250HD2 

Vogeser 

91-95% 250HD3 





<12% 250HD3 


Les metabolites de la vitamine D sont peu sensibles aux 
UV en raison de leur forte liaison a la DBP [9]. 

La 25(OH)D est extremement stable dans le serum, la 
aussi probablement en raison de sa liaison a la DBP, rendant 
inutile des preconisations particulieres pour la conservation 
des echantillons (remarque: les echantillons du controle 
de qualite DEQAS sont envoyes de Grande-Bretagne par la 
poste, non congeles). 

En pratique, si le dosage est effectue dans la journee, 
I’echantillon (decante) peut rester a temperature ambiante. 
Si le dosage est differe, il est conseille de conserver 
I’echantillon decante a -20°C [1]. 


Dosage de la 25(OH)D 

Ce dosage qui tend a se developper tres largement 
aujourd’hui est delicat a mettre au point [1,11]. Bien que 


« marques CE», les reactifs ne repondent pas tous aux cri- 
teres que I’on peut attendre a la lumiere des elements 
bibliographiques decrits ci-dessus. 

Les principales difficultes proviennent du caractere for- 
tement hydrophobe de la 25(OH)D et de son existence 
sous deux formes a doser, la 25(OH)D2et la 25(OH)D3 
(Fig. 1). 

La nature hydrophobe de la 25(OH)D est susceptible 
d’induire des effets «matrice» tres importants ce qui fait 
que tous les programmes de controle de qualite externes 
qui ne proposent pas de vrais echantillons seriques ne per- 
mettent pas de comparer les techniques entre elles. II est 
done conseille d’utiliser un controle de qualite de ce type, 
comme le programme DEQAS (www.deqas.org) [1], 

Par ailleurs, il est important de choisir une technique de 
dosage qui mesure les deux formes 25(OH)D2et 25(OH)D3. 
En France, certains medicaments contiennent de la vitamine 
D2, d’autres de la vitamine D3. Il n’est pas toujours aise de 
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savoir que les patients en ont pris. Une technique qui ne dose 
que la 25(OH)D3sous-estimera obligatoirement la concen- 
tration de 25(OH)D d’un patient qui prend de la vitamine D2 
[12]. Pour les laboratoires qui utilisent une technique qui 
distingue la 25(OH)D2et 25(OH)D3, il est imperatif que la 
somme des deux formes apparaisse comme resultat principal 
sur la feuille de resultats [13]. 

L’Afssaps en 2009 a d’ailleurs emis des recommandations 
a destination des biologistes concernant la specificite des 
dosages de vitamine D recensant les reactifs alors commer- 
cialises et leurs specificites annoncees. L’Afssaps enjoignait 
les biologistes de « . . .verifier la pertinence des resultats 
au regard des traitements presents et au dispositif de dia- 
gnostic in vitro utilise* [14]. 

II n’existe pas de methode de reference aujourd’hui de 
dosage de la 25(OH)D, ni de standard international. Les 
caracteristiques requises pour definir la methode de refe- 
rence, qui sera probablement la spectrometrie de masse en 
tandem couplee a la chromatographie gazeuse ou liquide, 
ont ete proposees [15—17]. 

Lorsque cette methode de reference sera clairement 
etablie, il faudra identifier les laboratoires de reference 
I’utilisant et envisager de standardiser les differentes 
techniques proposees. Ces comparaisons seront optimisees 
lorsque les methodes seront standardises selon le SRM 972 
[16]. Aujourd’hui, cependant, les resultats du controle de 
qualite DEQAS et de certaines etudes de comparaison des 
techniques de dosage sont plutot rassurants car les princi- 
pals techniques de dosage utilisees dans les laboratoires de 
biologie medicale donnent en moyenne des resultats qui ne 
different que de maniere relativement marginale (environ 
10%) a condition que les echantillons ne contiennent que 
de la 25(OH)D3et pour des valeurs comprises entre lOet 
40ng/mL [18]. 

On peut separer les techniques de dosage de la 25(OH)D 
en deux grandes families : les methodes separatives comme 
I’HPLC ou la spectrometrie de masse et les immunodo- 
sages, les plus pratiques. Les performances des methodes 
HPLC et LC-MS/MS sont resumees dans le Tableau 1 [16]. Un 
certain nombre d’auteurs mettent en avant les avantages 
des immunodosages, en particulier sur les plates-formes 
automatisees pour leur praticabilite face a des activi- 
tes importantes [17,19]. On peut distinguer les trousses 
radio-immunologiques et la grande tendance au develop- 
pement de reactifs adaptables sur automates de forte 
diffusion. Neanmoins, une vigilance toute particuliere doit 
etre portee sur les specificites de ces reactifs; les pourcen- 
tages de reconnaissance des differentes formes explicites 
doivent figurer sur les comptes rendus a destination du 
clinicien. 

Cependant, d’autres auteurs redoutent que ces 
methodes, a cote de leur simplicity et automatisation, ne 
presentent pas les memes performances analytiques que 
I’HPLC, la LC-MS/MS ; ces techniques ne seraient finalement 
capables que de fournir «de facon semi-quantitative qu’un 
statut relatif en vitamine D». Utilisees a bon escient, les 
trousses d’immunodosages constituent des atouts majeurs 
pour le clinicien mais ne peuvent pretendre a la meme 
qualite que celle des methodes chromatographiques et 
de spectrometrie de masse qui necessitent en revanche, 
un equipement couteux et une expertise elevee pour leur 
utilisation [16]. 


Dosage de la 1,25(OH) 2 D 

Les dosages de la 1,25(OH) 2 D sont des techniques delicates 
car elles se heurtent a trois types de problemes. Elies neces- 
sitent obligatoirement de separer la 1,25(OH) 2 D des autres 
metabolites de la vitamine D avant le dosage proprement 
dit. 

Il faut souligner que la concentration serique de la 
1,25(OH) 2 D est mille fois inferieure a celle de la 25(OH)D; 
enfin, elle est fortement lipophile [11]. 

Actuellement, deux techniques radio-immunologiques 
sont utilisables [20,21] se distinguant par leurs etapes de 
separation. Les methodes de detection utilisant la spec- 
trometrie de masse apres separation chromatographique 
represented I’avenir [11]. 
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EDITORIAL 

Le « politiquement correct » en vigueur en France 
au sujet du mot race et ses repercussions 
en medecine et en biologie medicate 

How French societal considerations may have negative impact 
on medical practice? 


De nos jours, le mot « race » fait I’objet en France de contro- 
verses en raison des differentes interpretations humaines 
quant a la definition biologique et ce, notamment, a cause 
de certaines derives ideologiques. 

La notion de races humaines est devenue un sujet tabou 
au point que la suppression du mot race figure dans le pro- 
jet de texte visant a une reforme constitutionnelle (article 
1 de la Constitution). Des instances qui jouent un grand role 
en politique de sante, comme l’ HAS et I’Afssaps (devenue 
I’ANSM), ont emboite le pas; c’est ainsi qu’une notice, 
mentionnant que les patients de race noire auraient un 
traitement moins efficace lors de I’administration d’un anti- 
hypertenseur, a du etre corrigee ; il a ete propose d’utiliser 
des termes moins stigmatisants mais permettant une bonne 
information des patients concernes par ces differences 
potentielles d’efficacite des medicaments. 

Dans les pays anglophones comme les Etats-Unis ou le 
Canada, le terme race (ou ethnicity) demeure utilise dans 
le langage courant pour faire reference a I’origine ethnique 
declaree par un individu, generalement sans qu’il y ait de 
consensus sur les divisions admises («blanc», «africain», 
«afro-americain», «indien d’Amerique», « hispanique», 
etc.). 

A titre d’exemples, void quelques publications relevees 
au hasard : 

• prevalence reduite de la fibrillation auriculaire chez les 
patients de race noire [1] ; 

• disparites raciales et prescription de warfarine [2] ; 

• differences raciales dans la prevalence du placenta prae- 
via [3] ; 

• la race est un facteur de difference pour le diagnostic du 
cancer de I’uterus [4] ; 


• la race doit etre prise en compte dans I’association 
entre HbAlc et mortality des adultes sans diagnostic de 
diabete [5] ; 

• differences raciales devant le thromboembolisme 
veineux [6]. 

Au Quebec, si I’utilisation du mot «race» («race noire », 
« race blanche ». . .) ne suscite guere de debat, il est toute- 
fois plus convenu d’utiliser dans les discours et les ecrits plus 
formels le terme « origine ethnique », suivi de la nationality. 

En France, I’utilisation dans un cadre officiel d’une men- 
tion raciale est interdite, bien que celle de « type », suivie 
d’une precision geographique (europeen, maghrebin, afri- 
cain, par exemple) soit acceptee. Deux exemples illustrent 
les difficultes, voire les risques auxquels ce « politiquement 
correct » peut ou pourrait donner lieu. 

En 1985, un depistage neonatal systematique de la dre- 
panocytose a commence a etre mis en place dans les 
departements d’outre-mer. En metropole, le depistage a pu 
etre instaure en 2000 a la condition d’etre realise de facon 
ciblee et que la prevalence soit superieure a 1/1000 chez 
les nouveau-nes testes. En d’autres termes, ce depistage 
est realise sur des enfants a risque en raison de «l’origine 
de leurs parents » (Afrique subsaharienne et Antilles). 

Des questions viennent a I’esprit : comment effectuer ce 
depistage sans tenir compte de la couleur de la peau et que 
se passe-t-il dans le cas des Noirs europeens ou des Blancs 
africains? 

L’autre exemple concerne le depistage antenatal du 
risque accru de trisomie 21 foetale. 

Actuellement ce depistage passe au premier trimestre 
de la grossesse par une echographie et par le dosage de 
marqueurs biochimiques dans le sang maternel (il est exclu 
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de generaliser un diagnostic sur un caryotype a cause des 
risques lies au prelevement des cellules foetales par amnio- 
centese et aussi pour des considerations financieres). 

La population de patientes a risque accru (celles aux- 
quelles sera propose un caryotype) est mise en evidence a 
la suite d’un calcul par logiciel ou intervient le risque lie 
a I’age maternel et des facteurs minorants ou aggravants 
obtenus a partir de la clarte nucale et des concentrations 
de PAPP-A (proteine associee a la grossesse) et de (3-hCG. 

Ce risque « brut » doit etre corrige dans un premier temps 
en tenant compte de deux facteurs, le poids maternel et le 
tabagisme; on obtient un risque « combine*. 

Tout risque combine superieur a 1/250 est considere 
comme risque accru. 

Pour rester dans le domaine du laboratoire, en presence 
d’un foetus trisomique, la PAPP-A est nettement plus basse 
que celle retrouvee chez les femmes non porteuses, la 
p-hCG est plus elevee. 

II se trouve, en I’absence de foetus atteint, que les 
femmes enceintes noires africaines et antillaises sont carac- 
terisees par des concentrations de PAPP-A nettement supe- 
rieures a celles des femmes blanches (dites caucasiennes) 
^’augmentation de la p hCG est moins importante) [7,8]. 

Cela veut dire qu’il faut appliquer un facteur de 
correction supplemental dans le cas des patientes 
« afrocaribeennes » si on veut eviter des faux positifs et des 
faux negatifs. 

Le probleme se pose pour les responsables des logiciels 
qui, ne pouvant proposer «race noire», n’auraient a leur 
disposition que «origine geographique». 

Mais alors que devient le calcul pour une patiente blanche 
vivant a Fort-de-France ou a Bamako? 

Conclusion 

Ces quelques exemples montrent que les aspirations 
societales, dont les objectifs peuvent etre louables, 
ne sont pas toujours exemptes de retombees negatives 
dans les domaines de la medecine et de la biologie 
medicale. 
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Summary After completion of the first human genome in 2004, decoding of the human genome 
is continuing. Its analysis in human diseases has already been carried out for many years in 
different medical fields among which are hereditary diseases or for instance oncology (in the 
latter case, especially for targeted medicine). However, improved molecular tools among which 
are new generation sequencers (NGS), arrived in 2005 in the medical research field allowing a 
wider and more complete analysis of human genome. NGS permits completion of many different 
human genomes and deep genome analysis in many human diseases leading to the discovery of 
new genes, new disease mechanisms and designing of new therapeutic targets at the molecular 
level. These instruments lead also to the creation of direct testing to consumer genomics (DTC) 
and the possibility in certain countries of open genomic analysis by private companies. While 
NGS was mainly confined to research laboratories until very recently, some hospital laboratories 
are beginning to buy theses machines. Therefore, with the increasing pace of genetic discoveries 
and the place molecular genetics is taking in medicine, the so-called genomic medicine is 
beginning to become a reality in all the medical fields. In order to clarify this major evolution, 
we are presenting the first article out of three on genomic medicine, its applications and future 
to enlighten the reader on this new matter. 
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Resume Apres la description du premier genome humain acheve en 2004, le decryptage de 
ce dernier se poursuit. L’analyse du genome humain en medecine est deja realisee depuis de 
nombreuses annees dans plusieurs domaines tels que les maladies hereditaires par exemple 
ou les cancers (medecine individualisee). Neanmoins, I’arrivee de nouveaux outils d’analyse 
du genome comme les sequenceurs de deuxieme generation sur le marche depuis 2005, per- 
mettent une analyse plus large de celui-ci, ces machines ayant pris une place importante en 
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recherche clinique comme par exemple en cancerologie, dans I’analyse des maladies rares, le 
domaine infectieux ou dans le cadre d’etudes epidemiologiques. La prescription de I’analyse 
d’un genome humain individuel peut meme etre obtenue sans ordonnance dans certains pays 
(analyse genomique libre). Par consequent, devant la place croissante de I’analyse d’un genome 
en medecine soit en partie (exome ou analyse ciblee de plusieurs genes) soit en totality (genome 
entier), il nous a paru important de faire le point dans ce domaine en pleine expansion d’autant 
plus que sa mise en place en milieu hospitalier et non plus en recherche a recemment demarre. 
Cette premiere partie reprend en la survolant certains aspects de la connaissance actuelle 
du genome humain qui nous paraissent importants afin de percevoir les difficultes actuelles 
de son decryptage et les limites qui en decoulent dans ^interpretation de I’analyse d’un 
genome. 

© 201 3 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Introduction 

A I’ere du decryptage du genome humain dans sa tota- 
lite tant sur le plan descriptif que fonctionnel dans les 
laboratoires de recherche fondamentale et clinique et de 
I’expansion des laboratoires prives vantant les merites d’une 
telle analyse chez chaque individu, il nous a paru impor- 
tant de faire le point sur nos connaissances actuelles et 
sur I’avenir de cette nouvelle application de la biologie. 
Cette genomique individuelle est presente dans le domaine 
medical ou elle prend une part croissante dans certaines 
pathologies mais aussi dans celui non medicalise et actuelle- 
ment non reglementee en France ou ailleurs, mais largement 
diffusee dans un grand nombre de pays occidentaux (hors 
de France). Cette part non medicalisee de la medecine 
individuelle est proposee par des societes privees dans le 
cadre de ce que les anglo-saxon appellent I’analyse geno- 
mique libre (DTC, direct testing to consumer genomics). 
Celle-ci prend une place croissante mais encore mal deli- 
mitee. Moyennant finance et sur demande individuelle (sans 
prescription medicale et en dehors de toute recherche cli- 
nique), ces societes analysent un genome et rendent une 
serie de donnees genotypiques comportant les risques ou 
les protections genetiques relatives censees etre inscrites 
dans notre genome et transmissible a notre descendance. La 
genomique individuelle comprend done differents aspects, 
un aspect medical avec la medecine personnalisee et une 
medecine libre accessible a tous sans prescription medi- 
cale. Afin d’eclairer le lecteur sur cette nouvelle medecine 
individuelle qu’on pourrait appeler medecine genomique, 
nous avons redige trois chapitres expliquant dans sa globa- 
lise I’etat actuel des connaissances et revolution rapide de 
leurs indications tant en milieu hospitalier que prive dans 
les annees a venir. Cette premiere partie plus generale est 
un survol de certains aspects importants des decouvertes 
recentes sur le genome afin d’eclairer le lecteur sur la dif- 
ficulty que constitue le decryptage de notre genome. La 
deuxieme partie evoquera les techniques actuellement uti- 
lisees et leurs evolutions et la troisieme partie fera le point 
de I’etat de la medecine genomique actuelle, son develop- 
pement a venir et evoquera les problemes ethiques, legaux 
et de societe liees aux firmes de service de genomique dans 
ces indications. 


Analyse de genomes dans le cadre de 
recherche : exemples recents 

Cas clinique 1 

Un garcon de 15mois est hospitalise pour une inflammation 
du rectum (proctite), de nombreux abces perianaux et une 
diarrhee majeure aboutissant a un amaigrissement impor- 
tant. Malgre les antibiotherapies a repetition, les abces 
perianaux ne cicatrisent pas. Le tableau clinique evoque 
rapidement une colite inflammatoire evoquant une maladie 
de Crohn. Au cours des mois qui suivent et malgre une anti- 
biotherapie repetee et une nutrition enterale, la pathologie 
s’aggrave. Un traitement paranti-TNF alpha (tumor necrosis 
factor alpha) est alors prescrit, une maladie de Crohn etant 
suspectee. Malgre cela, une colostomie de decharge est rea- 
lisee. Mais, celle-ci n’ameliore pas le traitement et presente 
de nombreuses complications qui imposent une nutrition 
parenterale au long cours afin d’eviter I’aggravation de la 
denutrition et de permettre la guerison des complications 
de la colostomie. Environ cinq mois apres ce tableau, 
I’enfant est perdu de vue par I’equipe qui ne le revoit 
qu’a I’age de quatre ans dans un tableau de grande denu- 
trition et de nombreuses fistules colo-cutanees perianales, 
I’ensemble se presentant dans un tableau d’infection grave. 
Apres stabilisation de son etat, une colectomie totale 
est effectuee avec ileostomie terminale. De nombreuses 
complications locales emaillant Devolution (recidives de fis- 
tules notamment), un traitement immunosuppresseur par 
tacrolimus est mis en place permettant une remission. 
Bien qu’exceptionnel a cet age, un tableau de maladie 
de Crohn et/ou de deficit immunitaire avait done ete sus- 
pecte et une enquete immunologique complete realisee 
ainsi que I’analyse moleculaire des genes impliquees dans 
des tableaux de colites inflammatoires. Toutes ces ana- 
lyses avaient rejete ces differentes hypotheses. Devant 
ce dysfonctionnement immunitaire d’etiologie inconnue, le 
tableau clinique catastrophique et la necessity de trouver 
une alternative a un traitement lourd qui ne pourra pas 
etre prolonge indefiniment, I’equipe en charge de ce patient 
decide d’analyser son exome afin d’identifier si possible la 
cause precise et trouver un traitement adapte [1], L’analyse 
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permit alors de caracteriser la mutation causale, p.C203Y 
(acide amine cysteine mute en tyrosine en position 203 de 
la proteine) dans le gene codant pour la proteine XIAP (X- 
l inked inhibitor of apoptosis, Omim 300079) situe sur le 
chromosome X (mutation hemizygote). Cette proteine joue 
un role majeur dans la reponse pro-inflammatoire en acti- 
vant les differents signaux inflammatoires apres stimulation 
du systeme immunitaire inne regule par les proteines NOD 
et la voie NFKB. Schematiquement, la mutation induit une 
reponse inflammatoire inadaptee et « surdimensionnee » aux 
bacteries commensales du tube digestif. Jusqu’a I’analyse 
dece patient, cette proteine n’etait pas connue pourdonner 
un tel tableau clinique (meme si certaines publications sur 
ce gene rapportaient des signes d’accompagnement a type 
de colite), ce gene etant implique dans la lymphohistiocy- 
tose hemophagocytaire (Omim 300635). A I’origine, le gene 
XIAP n’etait pas dans la liste des genes candidats suscep- 
tibles d’induire ce tableau gravissime. L’origine moleculaire 
du tableau clinique etant identifiee, une greffe de moelle 
fut entreprise ameliorant considerablement le tableau cli- 
nique du patient au bout de plusieurs mois. Sans sequencage 
d’exome, I’origine de la pathologie et le traitement adapte 
n’auraient jamais pu etre obtenus [1], 

Cas clinique 2 

Une femme de 39ans atteinte de leucemie myeloide aigue 
en premiere remission est hospitalisee en vue d’une trans- 
plantation allogenique de cellules souches. Dans le cadre 
du bilan, I’analyse cytogenetique des cellules prelevees 
dans la moelle revele des modifications complexes [46 : XX, 
del(9)(q12q32), del(12)(q12q21), -6, -16, add(1 6)(p1 3.2), 
+2 mar(1 3/20 cellules)] dont le pronostic a long terme 
est evalue a 15% de survie. Par ailleurs, les anomalies 
cytologiques observees en technique fluorescent in situ 
hybridization (FISH) etaient compatibles avec une leucemie 
aigue promyelocytaire (LAP), cette derniere etant associee 
dans plus de 90% des cas a une translocation t(1 5; 1 7) et la 
presence dans la grande majorite des cas du transcrit de 
fusion PML-RARA (d’autres transcrits associant RARA et un 
autre gene sont plus rarement decrits dans cette patho- 
logie). Chez cette patiente, ce transcrit n’avait pas ete 
recherche dans I’hopital dont elle provenait et les echan- 
tillons cryopreserves par I’hopital initial etant de mauvaise 
qualite, ne permettaient pas d’analyser I’ARN. Par ailleurs, 
en remission, la patient etait negative pour le transcrit PML- 
RAR. Sous traitement approprie, une remission est obtenue 
mais un traitement de consolidation par trioxyde d’arsenic 
est egalement prescrit (traitement utilise dans la LAP). 
La discussion d’un traitement adapte et la recherche d’un 
eventuel transcrit pour lequel un traitement cible pourrait 
etre entrepris amenent I’equipe hematologique a demander 
un sequencage tout genome (genome entier) des cellules 
prelevees dans la moelle [2], Un prelevement cutane de 
la meme patiente est egalement preleve pendant la remis- 
sion pour cette analyse: il a servi de genome de reference 
normal pour la patiente. Parmi les anomalies retrouvees, 
I’analyse genomique a identifie 3nouveaux transcrits, PML- 
RARA, LOXL1 -PML et RARA-LOXL1 (confirmes dans un second 
temps par RT-PCR et, pour les transcrits PML egalement par 
FISH). Parmi ceux-ci, le transcrit PML-RARA etait un nouveau 


transcrit non decrit, par ailleurs non observable avec les 
techniques de RT-PCR utilisees. Les anomalies observees 
en cytogenetique (excepte les deletions des chromosomes 
6et 16) ont egalement ete confirmees par le sequencage. 
D’autres anomalies non observees en cytogenetique ont 
ete aussi caracterisees : inv(6)(p22,3;q14,1) et une trans- 
location t(6: 1 6)(q22, 31 ;p1 3,3). L’analyse genomique put 
conclure a la presence de deux clones de cellules tumorales 
et 1 2 mutations somatiques furent aussi identifies pour les- 
quelles le lien avec la pathologie etait inconnu. Ce resultat 
obtenu en huit semaines environ a permis d’optimiser le trai- 
tement pour la patiente. II n’y avait plus d’indication a une 
greffe de moelle et I’equipe decida un traitement par chi- 
miotherapie. Quinze mois apres ce traitement, la patiente 
etait toujours en remission (Particle ayant ete redige dans 
ce delai, nous n’avons pas d’information sur devolution au- 
dela de ce temps). La decouverte du transcrit PML-RARA 
etait fondamentale pour la patiente, ce transcrit ayant un 
role pronostic favorable majeur et le traitement chimio- 
therapique adapte aux resultats, efficace. Par ailleurs, le 
diagnostic de LAP a pu etre definitivement etabli. Sans 
sequencage du genome entier, le traitement et done le pro- 
nostic pour la patiente auraient ete totalement differents 
[2]. Dans un laboratoire de reference, ce transcrit aurait 
pu etre mis en evidence aussi et cela sans passer par la 
technique encore couteuse de sequencage genome entier. 
Neanmoins, la mise en evidence par les techniques mole- 
culaires «classiques» auraient ete lourdes, complexes et 
plus longues. Au moment de la description de ce cas cli- 
nique (soit en janvier 201 1 ), le cout rapporte par les auteurs 
pour I’analyse a ete evaluee a 40 000 US dollars (environ 
34000 euros). 

Cas clinique 3 

Afin d’evaluer I’interet de prescrire I’analyse d’un genome 
entier chez un sujet «tout venant» en consultation, une 
equipe hospitaliere a decide d’effectuer celle-ci chez un 
homme de 40ans presentant une histoire familiale de mala- 
die cardiovasculaire (maladie coronarienne et mort subite 
chez plusieurs membres) [3]. Ce sujet etait en bonne sante 
et ne presentait aucune pathologie ni facteur de risque 
apparents. Les bilans clinique, biologique et d’imagerie 
etaient tous normaux. Parmi les resultats obtenus au cours 
de I’analyse de son genome, il a ete observe par exemple des 
variants rares dans deux genes impliques dans la fonction 
cardiaque et notamment associes entre autres, au risque 
de mort subite et de cardiomyopathie. Il s’agissait des 
genes TMEM43 ( Transmembrane protein 43) et DSP (desmo- 
plakine). Par ailleurs, il presentait aussi des variants dans 
les genes HFE2et HFE associes a I’hemochromatose (son 
bilan martial et I’exploration hepatique etaient normaux 
et il n’existait aucun antecedent familial de surcharge en 
fer). Une mutation codon stop a I’etat heterozygote dans 
le gene codant pour CDC73 (parafibromine) implique dans 
les tumeurs de la parathyroide et I’hyperparathyroidie (a 
I’etat homozygote) a aussi ete retrouvee. On peut ainsi ima- 
giner que ce sujet en cas de perte d’heterozygotie (LOH, 
loss of heterozygosity) par mutation somatique pourrait 
developper I’une ou I’autre pathologie de la parathyroide. 
L’analyse des genes impliques dans la reponse a differents 
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medicaments (domaine de la pharmacogenomique) reve- 
lait entre autres des variants associes a la reponse aux 
traitements par des anticoagulants et aux hypolipemiants. 
L’ensemble des risques observes et pris isolement sont 
neanmoins faibles (en moyenne, risque x 1,2— 1,5 par rap- 
port au sujet sans ces variants). Afin d’evaluer les risques 
majeurs du sujet, les auteurs ont utilises plusieurs modeles 
d’analyse statistique et genetique et ont recherche les 
variants ou groupe de variants (presents pour une meme 
pathologie) multipliant par 2 (x 2) ou diminuant de moitie 
(x0,5) le risque genetique a posteriori (post-test proba- 
bility) de developper certaines maladies. ILs ont retrouves 
huit variants ayant un risque superieur a 2et sept variants 
avec un risque inferieur a 0,5 [3]. Les auteurs retrouvent par 
exemple un risque augmente d’obesite, de maladie corona- 
rienne et de diabete de type 2. Le patient etant en bonne 
sante et ayant un bilan lipidique normal, il ne necessitait 
aucun traitement medical preventif malgre les risques gene- 
tiques presents. Des conseils de mode de vie saine suffisaient 
(pas de tabac, activite physique reguliere, alimentation 
equilibree notamment). L’analyse pharmacogenetique ayant 
demontre la presence de variants de reponse aux trai- 
tements notamment anticoagulants permettra en cas de 
necessite d’un tel traitement d’adapter ce dernier en fonc- 
tion des resultats genetiques. Cette etude datant de mai 
2010montre la difficulty d’analyse d’un genome entier, 
souligne I’absence de donnees epigenetiques et environne- 
mentales. Ils concluent a la necessite d’integrer au cours 
des etudes a venir les donnees obtenues par analyse geno- 
mique aux donnees clinico-biologiques pour permettre une 
analyse reellement informative et individualisee [3], 

Cas clinique numero 4 

Un nouveau-ne (patient 1) est transfere d’un hopital 
general vers un hopital specialise au service de reanimation 
neonatal. Au premier jour de I’admission, une infection par 
un staphylocoque dore (Staphylococcus aureus), resistant 
a la methicilline, apparait chez ce dernier. Les analyses de 
microbiologie classique sur plusieurs isolats sont realisees 
notamment un antibiogramme revelant un profil inhabituel 
de resistance avec notamment des resistances a la methi- 
cilline, la cefotixine, I’erythromycine, la ciprofloxacine, la 
gentamycine et la mupirocine. Cet antibiogramme differait 
de ceux obtenus sur d’autres patients de I’hopital ou 
d’epidemies en Grande Bretagne (cette etude provient 
de I’hopital universitaire de Cambridge). Des mesures de 
controle de I’infection ont alors ete immediatement mises 
en oeuvre ainsi qu’un protocole d’eradication de la bacterie. 
Un second patient (patient 2) est admis une semaine plus 
tard, initialement non infecte par la bacterie du premier 
patient. Malheureusement, ce patient est contamine par la 
meme bacterie 37 jours plus tard avec les memes resistances 
inhabituelles que le premier patient. Une transmission inter- 
patient est immediatement evoquee. Chez le patient 1, une 
bacteriemie se developpe au 77 e jour apres I’admission. 
Une enquete complete est alors entreprise pour determiner 
I’origine de la contamination par ce germe hautement resis- 
tant avec analyse du personnel hospitalier (medical et non 
medical) du service et chez les nouveau-nes. Dans le service 
contenant 1 7 lits et un personnel de 181 personnes, quatre 


enfants furent immediatement retrouves contamines (dont 
trois avec le meme profil antibiogramme) puis 13 jours plus 
tard, sept autres avec un profil antibiogramme identique 
au patient 1. Trois membres du personnel furent retrouves 
contamines (avec un profil antibiogramme different). La 
fermeture du service fut alors decidee. Les isolats recueillis 
apres bacteriemie du patient 1 ainsi que de six autres 
patients suspectes d’etre de la meme source ainsi que sept 
autres patients suspectes d’etre infectes par une souche 
differentes (deux infectes dans le service par un staphy- 
locoque methicilline resistant avant I’arrivee du patient 
1 et cinq autres infectes dans d’autres services) ont alors 
ete sequences sur un sequenceur nouvelle generation [4]. 
Un sequencage complet du genome des bacteries isolees a 
alors ete entrepris et le resultat des analyses compare a un 
genome de reference de la bacterie (isolat HO 5096 0412). 
Au total, 14 genomes bacteriens ont ete analyses. L’analyse 
phylogenetique des souches isolees a permis de demontrer 
que les bacteries associees au patient 1 et aux autres conta- 
mines de I’unite de reanimation etaient identiques. Trois 
souches provenant de trois patients differents issus d’autres 
services, presentaient des caracteristiques differentes et 
n’etaient done pas lies a I’epidemie de I’unite. Chacune de 
ces trois souches etant differentes chez ces trois patients, 
leur infection n’etait pas non plus liee entre eux. Chez 
ces trois patients, I’infection etait independante I’une des 
autres. L’analyse genomique a pu confirmer I’epidemie 
et relier les patients contamines entre eux. Elle a permis 
aussi d’analyse le profil de resistance de la bacterie res- 
ponsable (le resistome). L’analyse genomique confirmait 
I’analyse phenotypique (I’antibiogramme). De la meme 
maniere, I’analyse des toxines bacteriennes (le toxome) 
a ete entreprise. Cette etude prouve que I’analyse du 
genome bacterien dans le cadre d’une epidemie peut etre 
realisee, que I’analyse phylogenetique des souches sequen- 
ces permet de confirmer cette epidemie et d’obtenir 
des informations complementaires sur la resistance aux 
antibiotiques et les toxines secretees par I’agent infectieux 
responsable. Bien que concordant dans les analyses avec les 
antibiogrammes realises, les sequencages du genome bac- 
terien apportaient des informations complementaires. En 
conclusion, cette etude demontre la faisabilite et la rapidite 
d’une analyse par sequencage de genome bacterien dans le 
cadre d’une infection nosocomiale. En effet, le resultat de 
I’analyse a ete obtenu ici deux jours environ apres la mise 
en culture (hemocultures) et a coute 150 dollars americains 
par isolat en juin 2012, de la preparation de I’echantillon 
jusqu’au sequencage inclus. Les informations obtenues par 
sequencage du genome bacterien entier tant sur le plan 
epidemiologique que des caracteristiques de la bacterie 
causale aurait necessite un temps bien plus long et des 
moyens tant techniques qu’humains plus lourds avec les 
techniques classiques de bacteriologie [4]. 

Analyse de genomes dans un cadre prive 

Plusieurs societes dont nous reparlerons dans la troisieme 
partie de cet article, proposent des services de sequencage 
a titre prive. Ainsi, si une personne souhaite connaitre les 
risques qu’il encoure sur le plan de sa sante, il peut faire 
appel a une societe prive d’analyse genomique. Ces societes 
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annoncent pouvoir predire les risques de sante avec une 
grande exactitude a partir du sequencage de I’echantillon 
fourni par le client. Par exemple, la societe americaine 
23andMe (www.23andme.com) basee en Californie annonce 
sur son site pouvoir analyser un genome pour environ 
300 dollars americains (chiffre septembre 2012). II ne s’agit 
pas dans ce cas particulier d’un sequencage complet du 
genome mais d’une analyse d’un grand nombre de variants 
sur certaines zones du genome (la societe annonce explorer 
un millions de variants avec une precision de 98%). Selon 
leurs informations, il suffit de s’inscrire sur internet. Apres 
reception du kit envoye par leurs soins, un recueil de votre 
salive est realise. L’echantillon est envoye par vos soins a 
la societe aux Etats-Unis (dans un delai d’un an, date de 
peremption du kit). La societe annonce rendre les resultats 
en deux a trois semaines. Ceux-ci sont accessibles sur leur 
site securise. Aucun resultat n’est envoye par courrier 
postal ou electronique. Un certain nombre de patholo- 
gies a composante hereditaire sont testes (243 risques 
ou pathologies, en pratique). Les resultats sont envoyes 
sans interpretation et sous forme de genotypes. En cas de 
genotype theoriquement associe a une pathologie ou a un 
facteur de risque (par exemple, en pharmacogenomique) et 
en tenant compte des publications scientifiques (selon leurs 
informations), la societe annonce pour un genotype donne, 
un risque s’il existe. Neanmoins, aucun diagnostic n’est 
donne et en cas d’un risque identifie, la societe suggere au 
client de contacter un medecin. 

Le genome humain en 2012: vue generale 

Bien qu’annonce officiellement en 2001 [5], le sequencage 
quasi complet du premier genome humain s’est achieve 
a 99% en 2004 [6,7]. Cette sequence etait issue d’une 
mosai'que de genomes humains (et non d’une seule 
personne). Les analyses de genomes humains ont 
etabli que la population humaine est identique au 
niveau du genome a 99,5%. Par consequent, seule- 
ment 0,5% de notre genome differe entre les sept 
milliards d’individus environ qui peuplent la pla- 
nete. En juillet 2012, 21 224genes codants (contenant 
679 045 exons et 194015transcrits), 14427 pseudogenes, 
15 952 genes non codants (genes ARN), etaient recenses 
(www.ensembl.org/Homo_sapiens/lnfo/StatsTable). Pour 
memoire, les genes codants codent pour les proteines. 
La difference observee entre le nombre de genes codant 
(21 224) et le nombre de proteines observees a ce jour 
est expliquee essentiellement par les epissages alternatifs 
au cours de la maturation de I’ARN messager (ces der- 
niers sont issus de la transcription de I’ADN genomique). 
De nombreux variants ont ete detectes (Tableau 1 ) : le 
nombre de variants tant a I’echelle du nucleotide (SNP, 
single nucleotide polymorphism et petites insertions et/ou 
deletions) que du variant structurel de plus grande taille 
(CNV, copy number variant ) continue d’evoluer. Ils sont 
repertories dans de grandes bases de donnees mondiales. 
Pour determiner ces sequences, de nombreux defis durent 
etre resolus tels que les sequences quasi homologues 
(sequences tres proches) ou les sequences repetees par 
exemple. Comme indique plus haut, le genome humain 
est legerement different d’un individu a un autre (>99,5% 


d’identite entre deux humains quelle que soit I’origine 
ethnique et geographique) sauf chez les vrais jumeaux dont 
le genome est identique a la naissance (« clones » naturels). 
Cette variability est appelee polymorphisme quand elle 
n’induit pas de maladie. Nous possedons tous de nombreux 
polymorphismes tant a I’echelle du nucleotide (SNP) qu’a 
I’echelle structurelle du genome (deletion ou insertion 
de plus ou moins grandes parties du genome, CNVs). Ces 
variants sont transmis a la descendance (heritables). Par 
ailleurs, le genome humain partage un grand nombre de 
genes avec d’autres organismes. Par exemple, environ 50% 
de nos genes se retrouvent chez la mouche, 40% chez 
le ver de terre, 80% chez la souris et environ 96% chez 
le chimpanze. Si nous prenons la souris qui partage done 
environ 80% de son genome avec nous, nous possedons le 
meme nombre de genes et pour les genes communs aux 
deux especes (homme et souris), la meme organisation 
(introns et exons), une sequence nucleotidique tres proche 
(on dit bien conservee). Cependant, environ un quart des 
epissages alternatifs sont specifiques de I’une ou I’autre 
espece indiquant que des proteines specifiques d’espece 
expliquent au moins en partie la difference entre les deux 
organismes. L’exemple de la mouche commune est aussi 
interessant. De nombreux genes du developpement de 
I’organisme mais aussi du vieillissement sont quasi iden- 
tiques entre celle-ci et I’espece humaine. Soixante et un 
pour cent de genes mutes dans 300 maladies sont retrouves 
chez la mouche. Parmi ces derniers, on retrouve des genes 
impliques dans le cancer de la prostate, du pancreas, des 
hemopathies ou la mucoviscidose par exemple. Depuis 2003, 
de nouvelles technologies de sequencage sont apparues et 
ont revolutionne I’analyse du genome humain : on parle de 
sequenceurs de nouvelles generation (NGS, next generation 
sequencer). Ces technologies toujours en evolution, ont 
permis d’analyser un grand nombre de genomes individuels 
[8]. Parmi les nombreuses analyses publiees, on peut citer 
le genome de Craig Venter publie en 2007 [9]. Son genome 
de 2,8 Gb revela que ce dernier presentait des variants 
heterozygotes associes a des maladies cardiovasculaires, 
a l’ hypertension (il a d’ailleurs une histoire familiale de 
maladie cardiovasculaire) mais qu’il possedait aussi des 
variants heterozygotes protecteurs de ces memes patho- 
logies. Comment interpreter ces divers resultats a savoir 
I’equilibre/desequilibre entre facteurs protecteurs et de 
susceptibilites aux pathologies cardiovasculaires? A ce jour, 
il n’existe pas de reponse a cette question. Ce meme sujet 
est aussi heterozygote pour un allele nul (non exprime) 
du gene CSTM1 dont le role dans le metabolisme et la 
detoxification des xenobiotiques (des agents chimiques) 
est fondamental. Il presente done un risque eleve de 
susceptibilite a I’action de toxines de I’environnement et 
au developpement de cancers. Un autre genome, celui du 
celebre James D. Watson, prix nobel de medecine pour 
la decouverte de la double helice de I’ADN a egalement 
ete publie en 2008 [10]. Il s’agissait du premier genome 
individuel analyse par les sequenceurs «nouvelle genera- 
tion » (celui de Craig Venter I’avait ete par la traditionnelle 
methode de Sanger). Parmi les resultats de cette analyse, 
32 variants associes a des maladies hereditaires etaient 
retrouvees, 12d’entre elles etant liees a des maladies de 
transmission recessive autosomique (telles que la retinite 
pigmentaire, le syndrome nephrotique congenital) et les 
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Tableau 1 Donnees generates sur le genome humain. [www.ensembl.org/Homo_sapiens/lnfo/StatsTable; projects. tcag.ca/ 
variation; 7]. 



Donnees actuelles 3 

Variability inter-individuelle 

Taille 

3.300.551 .249 pb (r* 3.3 gigabases) 
Genome mitochondrial: 16.5 kb 

20 Mb (moyenne 250 kb) 

Nombre de chromosomes 

23paires (=46 chromosomes) dont 

2 chromosomes sexuels X et Y 

— 

Nombre de genes codants 

21 224 

? 

Nombre d ’exons 

679 045 

? 

Nombre de transcrits de gene b 

194015 

? 

Nombre de facteurs de transcription 

4105 


Nombre de pseudogenes 

14427 

? 

Nombre de genes non codants (ARN) 

15 952 

? 

Immunoglobulin/T, segments des genes du recepteur de 

625 

? 

la cellue T et des immunoglobulines 

Nombre de variants simple brin (SNP) recenses c 

60484 341 


Densite moyenne d’un SNP 

1/Kb 

1-10/Kb 

Nombre moyen de SNPs par individu 

3100000 

3,106-11,106 

Nombre de variants de copies de genes 

6 303 392 


(CNV) 

179450 


Nombre de mutations de novo/individu 

150 


Nombre de mutations de novo deleteres/individu (dans 

2 

1-74 

les genes codant) 

Nombre de cross-over (chiasmas) par mefose 

80 chez la femme 

50-1 00 chez la femme 


50 chez I’homme 

30-70 chez I’homme 


SNP: single nucleotide polymorphism ( polymorphisme simple base); Kb: kilobase (1000 bases); CNV : copy number variant, variation 
du nombre de copie de gene (ou de fragment de genome) (variant de 50 pb a> 1Mb). 

a Ces valeurs evoluent avec revolution de la connaissance de notre genome. 

b Le nombre de transcrits est superieur au nombre de gene. Cette difference est la consequence des epissages alternatifs des ARNm 
issus des genes codants. 

c Certains SNPs recenses necessitent encore des validations (selon le projet lOOOgenome (http://browser.1000genomes.org/Homo_ 
sapiens/lnfo/StatsTable?db=core), 45 1 10070sont actuellement valides). 


20autres associees a des risques variables de maladies dites 
communes (non mendeliennes). Bien entendu, d’autres 
genomes individuels ont ete sequences depuis dans dif- 
ferentes ethnies. Un certain nombre de genomes issus 
d’Afrique ont ainsi ete etudies. Parmi les ethnies africaines 
analysees, on peut citer des genomes issus de population 
Yoruba (Nigeria), Khoisan et Bantu (Afrique du sud), de 
groupes ethniques du desert du Kalahari [8], L’analyse des 
diversites genetiques est fondamentale pour la medecine 
de demain notamment pour les implications qu’elles 
amenent dans le domaine de la prevention, du diagnostic 
et du traitement. En effet, il est important de connaitre 
ces variants pour determiner ce qui est sans consequence 
pathologique de ce qui est inducteur de maladie soit 
directement (mutation) soit indirectement (variant de 
susceptibilite). C’est une raison majeure qui explique le 
sequencage tout genome a grande echelle realisee dans de 
nombreuses ethnies differentes issues de chaque continent. 


Les genomes africains 

Les analyses genetiques recentes ont demontre que 
I’homme dit moderne (homo sapiens ) est d’origine afri- 
caine. L’Afrique est done le berceau de I’humanite et 
ce berceau se situerait en Afrique de Test. Les analyses 


genetiques ont en effet demontre une grande variability 
genetique chez les Africains et seulement une portion de 
cette diversite est retrouvee chez les non-africains. Les 
analyses genetiques ont porte sur un grand nombre de mar- 
queurs situes sur les autosomes (chromosomes non sexuels), 
I’ADN mitochondrial (d’origine maternelle) et le chromo- 
some Y (d’origine paternelle) [11]. De nombreuses etudes 
ont ete menees. Elies aboutissent a la conclusion que 
la migration hors d’Afrique s’est effectuee environ entre 
60000et 70000ans avant Jesus Christ et se serait fait en 
peu de vagues [12], D’autres etudes ont aussi montre la dif- 
fusion de nombreux groupes dans toute I’Afrique avant la 
migration hors de ce continent. La grande diversity gene- 
tique observee sur ce continent s’explique notamment par 
I’isolement geographique des populations au cours de leur 
migration intra-africaine, les conditions differentes de vie 
tant sur le plan environnemental (forets tropicales, deserts, 
zones arides. . .) que culturel, la taille variable des popula- 
tions (avec des diminutions suivies d’expansion rapide), les 
mutations aleatoires au niveau genetique ont toutes contri- 
bue a la diversity genetique plus importante observee sur 
le continent africain. La diversity est telle sur le plan gene- 
tique que pour certaines ethnies africaines, il existe une plus 
grande diversity entre africains qu’entre europeens et asia- 
tiques par exemple [13]. L’analyse de genomes de sujets 
africains est done tres importante pour comprendre cette 
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diversite. Le premier genome complet d’un sujet africain 
date de 2008: il s’agissait d’un nigerian (anonyme) [14]. 
La diversite des populations en Afrique implique done la 
necessite d’analyser de nombreux genomes. Malheureuse- 
ment, les nombreux problemes politiques du continent sont 
des obstacles a ces etudes. Neanmoins, recemment, un pro- 
gramme d’analyse des populations africaines a ete lancee 
par le NIH americain (I’equivalent de I’lnserm en France) 
et le fonds prive anglais Wellcome Trust. II s’agit du projet 
Human Heredity and Health in Africa demarre en 2009. 

Les genomes asiatiques 

Le premier genome d’un sujet asiatique a ete publie en 
2008. II s’agissait d’un chinois d’ethnie Han [15]. Puis, 
d’autres genomes issus de cette region du monde ont ete 
etudiees par exemple des genomes individuels d’origine 
coreenne [16,17]. Ainsi, dans la population coreenne etu- 
diee, il semble que certains traits leur soient communs 
comme le trait du cerumen sec des oreilles et certains traits 
utiles en pratique pharmacogenetique. 

Complexite du genome humain et diversites de son 
origine 

Bien que comme precedemment indique, I’origine africaine 
de I’etre humain apparue il y a 150000 a 200000annees en 
Afrique de I’Est est vraie, certaines decouvertes completent 
cette hypothese acceptee par tous. Pour rappel, on consi- 
der actuellement que le plus recent ancetre commun 
entre les hominides serait apparu il y a environ 1 ,5 millions 
d’annees. En effet, le genome de I’homme de Neander- 
tal sequence en 2006 [18,19] revele qu’environ 1 a 3% du 
genome des eurasiens est d’origine neanderthale [20]. Pour 
rappel, I’homme de Neandertal (homo neanderthalensis) 
aurait vecu il y a environ entre 250 000 et 28 000 ans. D’apres 
les analyses genetiques recemment obtenues, il y aurait eu 
un melange entre I’homme moderne (Sapiens sapiens) a sa 
sortie d’Afrique et I’homme de Neandertal quelque part au 
Moyen Orient [21]. D’autres sequences d’hominides (dont 
I’homme moderne est issu) ont ete obtenues telles celles 
issues de restes d’un autre hominide, I’homme de Denisova 
qui aurait vecu entre un millions d’annees et 40000avant 
JC en Siberie du sud et dont des traces ont ete retrouvees 
dans I’analyse de genomes humains de Papouasie Nouvelle- 
Guinee, d’Oceanie et d’Asie du Sud est [20]. Ainsi, les 
dernieres etudes considerent qu’environ 1-3% du genome 
des Eurasiens et des Amerindiens est d’origine neanderthale 
et que 3,5 % du genome des natifs d’Australie et de Papoua- 
sie Nouvelle-Guineee est d’origine I’homme de Denisova 
[22]. Ces melanges d’ADN avec d’autres hominides semblent 
aussi exister en Afrique [20]. L’homme moderne n’etait done 
pas completement isole a I’origine des autres hominides. De 
nombreux arguments laissent penser qu’un melange (meme 
modeste) avec du genome d’autres hominides est fort pro- 
bable sur tous les continents [20]. Neanmoins, les analyses 
actuelles incluant celles de I’homme de Neandertal sont 
encore insuffisantes pour estimer I’importance reelle de ces 
melanges genomiques. Un certain nombre de regions candi- 
dates d’origine hominidee a ete retrouve mais les preuves 
manquent pour affirmer une telle origine [20]. 


Le genome de reference et ses limitations pour 
I’analyse d’un genome individuel 

Le projet de genome humain a permis de definir un genome 
de reference servant de standard a I’analyse d’autres 
genomes humains. Ce genome de reference n’est pas un 
genome individuel mais un melange de quelques echan- 
tillons humains. Le genome de reference actuellement 
utilise est denomme GRCh37/hg19 (date de mise en appli- 
cation 2009 — Site UCSC/University of California Santa 
Cruz). Il n’est done pas vraiment representatif de la diver- 
site humaine (sept milliards d’individus). Par ailleurs, il 
n’est pas non plus complet [23,24]. Un groupe d’experts, 
le Genome Reference Consortium (GRC) a ete cree dans 
le but d’etablir le genome de reference par excellence. 
Ce groupe reunit plusieurs instituts tels que le Genome 
Institute de I’universite de Washington, le Wellcome Trust 
Sanger Institute et le European Bioinformatics Institute 
et le National Center for Biotechnology Information [25]. 
La publication permanente de nouveaux variants (SNPs, 
deletions, insertions, varaints structurels) demontre la dif- 
ficulty de determiner un genome de reference [26]. Avec 
la population actuelle, on estime que de nouvelles muta- 
tions se sont accumulees sur au moins 5000 generations et 
que le taux de mutation par generation varie entre un 
et 100 [27]. Pour certains, il est fort probable que tous 
les variants possibles soient represents par la population 
actuelle. Le genome de reference actuel est done incom- 
plet. Des groupes de travail au sein de I’equipe du projet 
international 1000 genomes et du groupe de travail sur le 
genome de reference (Genome Reference Consortium) sont 
en train de developper un genome de reference plus complet 
et plus precis. Certaines equipes proposent d’etablir des 
genomes humains de reference par famille ou sur la base 
d’alleles ancestraux communs [26]. Dans I’attente de la 
conclusion de ces travaux, il n’y a pas d’autre choix que le 
genome actuel qu’il faut utiliser avec precaution, le risque 
d’erreurs existant (faux negatifs ou faux positifs). Dans le 
cas d’analyse de certaines pathologies comme les cancers, 
le meilleur genome de reference est celui du patient lui- 
meme (comparaison entre la tumeur analysee et le tissu 
normal). 

Les analyses de ces genomes individuels demontrent le 
nombre colossal de variations au sein de I’espece humaine 
et la necessite d’en etudier un tres grand nombre afin de 
mesure cette diversite et d’etablir un catalogue des variants 
frequents, rares et pathologiques. Un des projets phares de 
ce debut de xxi e siecle pour repondre a ces objectifs a ete 
la creation du projet 1000 genomes. 

Le projet 1000 genomes 

Ce projet international initie aux Etats-Unis en 2008 a pour 
objectif de caracteriser plus de 95 % des variants du genome 
dont la frequence allelique de I’allele le moins represente 
est superieure ou egale a 1 % dans la population mon- 
diale (MAF > 1 % ; MAF, minor allele frequency — [28]). Au 
debut du projet, il s’agissait d’analyser 1000 genomes indi- 
viduels en couverture 2X (chaque genome est sequence deux 
fois) ce qui representait environ 6 Gb (gigabases) de don- 
nees informatiques par personne. Cependant, 1’evolution 
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rapide des technologies a fait evoluer le projet. Actuel- 
lement, I’objectif de ce consortium s’est elargi. L’analyse 
des genomes est passe a 4X de couverture pour le genome 
entier et 20X pour I’exome de 2500individus ainsi qu’une 
couverture de 40X pour le genome entier de 500 personnes. 
Ainsi, en mars 2012, 250000fichiers (et 260 terabytes de 
donnees) etaient disponible pour la communaute des biolo- 
gistes du monde entier. Cette monumentale base de donnees 
continue de croitre : elle est done en permanente evolu- 
tion, le projet poursuivant son cours avec un elargissement 
continu du nombre de genomes etudies [28]. Elle consti- 
tue un formidable outil pour tous les geneticiens tant dans 
le domaine de la recherche que du diagnostic. Parmi les 
nombreuses informations que ce projet nous apporte (il est 
conseille d’aller visiter leur site Internet), on peut citer 
le taux de nouvelles mutations (neo-mutation) a chaque 
generation dans les cellules germinales (spermatozoides 
chez I’homme et ovocytes chez la femme). II est estime 
a 10~ 8 /base par generation (chiffre pour les mutations 
« simple base»). Ce chiffre important signifie que notre 
genome est en constante evolution. En pratique, un grand 
nombre de ces neo-mutations ont rarement des repercus- 
sions sur le plan fonctionnel (mais, ce n’est pas toujours le 
cas). Autre information apportee par ce projet, le nombre 
de variants simple brin (SNP, single nucleotide polymor- 
phism) est plus important chez les africains (en moyenne, 
3,3 millions par individu) que dans les populations des autres 
continents (en moyenne, 2,9 millions chez les europeens 
et 2,8 millions chez les extremes orientaux de Chine et 
du Japon). Au fur et mesure de la completion de ce 
projet, on remarque que le nombre de SNPs repertories 
dans la population mondiale continue de croitre (tous les 
SNPs n’ont pas encore ete identifie dans le monde a ce 
jour). Ce repertoire mondial de SNPs constitue une base 
de donnees essentielle pour la medecine genomique. Car, 
il permet de differencier les variants «sans interet» (non 
pathologiques) de ceux jouant un role dans diverses patho- 
logies. Par exemple, les patients homozygotes pour I’allele 
UGT1A1*28presentent un risque eleve de toxicite hematolo- 
gique lorsqu’ils sont traites par I’irinotecan dans les cancers 
metastases du colon [29]. En Europe, 10% de la population 
est homozygote alors qu’en Afrique, 25% de la population 
est homozygote pour ce variant. Il est done evident que la 
recherche de cet allele est important dans la population afri- 
caine pour eviter les risques hematologiques de I’irinotecan 
[ 11 ]- 

Le projet HapMap 

Le projet HapMap a pour objectif d’etudier les haplo- 
types presents dans le genome humain. Un haplotype est 
un groupe de variants (SNPs) transmis en bloc (e’est-a- 
dire transmis ensemble). En connaissant ces blocs de SNPs 
transmis d’une generation a I’autre, on peut en choisir cer- 
tains et identifier Passociation eventuelle de ces variants 
avec un phenotype. En effet, de nombreux SNPs etant 
transmis ensemble (on dit qu’ils sont en desequilibre de liai- 
son), il n’est pas utile de tous les etudier pour Panalyse 
d’une association entre un evenement donne et tous ces 
SNPs. L’information serait redondante et le temps d’analyse 
supplemental inutile, plusieurs SNPs en desequilibre de 


liaison portant la meme information. Les SNPs choisis dans 
ces blocs parmi les nombreux presents sont appeles SNP eti- 
quettes (SNP tags). Ces derniers seront choisis pour etudier 
une association entre eux par exemple et une susceptibilite 
a une maladie, a des facteurs environnementaux ou a des 
traitements. Ainsi, pour conclure qu’un SNP ou un haplotype 
est associe a un risque infectieux, il faudra que cet haplo- 
type soit significativement plus frequent dans la population 
a risque par rapport a la population temoin (non a risque). 
Ce projet est complementaire du projet 1000 genomes. 


La pathologie moleculaire 

L’analyse des genomes humains tant normaux que patho- 
logiques (par exemple, les cancers) nous montre a quel 
point I’architecture de celui-ci est complexe mais aussi 
fragile. Outre les mutations heritables, de nouvelles muta- 
tions peuvent apparaitre au cours de la vie d’un individu 
(mutations somatiques) et les nombreux variants qui nous 
constituent peuvent devenir instables et favoriser les rear- 
rangements de nos genes ou de sequences genetiques plus 
ou moins longues. Ces variants peuvent induire de nom- 
breuses maladies. Nous ne nous attarderons pas sur ce 
vaste domaine deja evoque dans cette revue et nous sug- 
gerons aux lecteurs de s’y reporter pour plus de details 
[30]. Nous rappellerons succinctement quelques notions de 
base. Brievement, on distingue dans les maladies constitu- 
tionnelles (hereditaires), les maladies monogeniques et les 
maladies polygeniques. Ces maladies sont la consequence 
de variations pathologiques appelees mutations. Ces muta- 
tions gain ou perte de fonction sont de nature variable. 
Elies peuvent etre ponctuelles (une base remplacee par 
une autre), consequences de la deletion ou de I’insertion 
de quelques bases ou la consequence de rearrangements 
d’un gene, d’un groupe de gene ou d’une region chro- 
mosomique (deletion, duplication, inversion, translocation) 
ou de variations structurelles du genome dont certaines 
peuvent etre pathologiques (variation du nombre de copies 
de genes [duplication, triplication, deletion] ou de seg- 
ments de genes de taille comprise en moyenne entre lOOpb 
et 1 Kb). Les maladies monogeniques (dites mendeliennes) 
presentent quatre modes de transmission, autosomique 
dominant, autosomique recessif, lie a I’X, tres rarement 
lie a I’Y. Il existe par ailleurs quelques cas particular: le 
groupe des maladies mitochondriales (I’ADN mitochondrial 
est transmis par la mere), les neo-mutations (mutations 
acquises dans les cellules germinales d’un des deux parents 
ou au stade zygotique) et le mosa'Ycisme (melange de popu- 
lation normale et mutee apparu au stade zygote ou plus tard 
dans le developpement : on parle alors de mutation soma- 
tique). La notion de consanguinite (lien de parente entre 
le pere et la mere) ne doit pas etre oubliee. En effet, elle 
augmente le risque de maladie de transmission recessive. 
Il faut aussi se rappeler I’existence de genes modificateurs 
dont le role dans I’expression de la maladie est souvent 
important ainsi que certaines maladies a transmission oligo- 
genique (deux genes au minimum sont mutes et induisent par 
cette association une maladie hereditaire). Pour memoire, 
le catalogue des maladies monogeniques OMIM est libre 
d’acces sur internet. 
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Le cas particulier des neo-mutations 

II a ete demontre qu’en moyenne 74nouveaux variants 
ponctuels etaient observes dans les cellules germinales 
d’un individu, ce calcul ayant ete fait sur la base d’un 
taux de mutation de 1,18. 10~ 8 /base [31]. D’autres neo- 
mutations a type de CNV (copy number variations ) ou 
de mutations d’insertion et/ou deletions (indel) ont ete 
decrites. Ainsi, les analyses ont demontres que le taux 
d’indel etait de 4,10~ 10 par base soit en moyenne trois nou- 
velles indel/genome/generation. Quant aux CNV dont la 
taille est superieure a 100 kb, I’estimation actuelle de leur 
taux est de 1 pour 50individus [31]. Bien entendu, il s’agit 
de moyenne et les analyses ont demontre une variability 
en fonction du sexe, de I’age et de I’ethnicite des sujets. 
Ces neo-mutations peuvent etre responsables de maladies 
sporadiques souvent dramatiques. Comme deja indique, 
I’origine peut etre une cellule germinale mais elle peut 
aussi survenir apres la fecondation (zygote), au cours de la 
gametogenese ou a un stade du developpement plus tardif 
(mosai'cisme), ce qui peut poser des problemes notamment 
pour le conseil genetique [31]. Celles-ci joueraient aussi un 
role important dans les maladies polygeniques. Elies joue- 
raient un role important dans un grand nombre de retards 
mentaux et dans la schizophrenic par exemple. 

Les maladies polygeniques et multifactorielles sont 
le plus souvent des maladies dites « communes » (par 
exemple, hypertension, diabete, maladies cardiovascu- 
laires) et resultent de nombreux facteurs dont des variants 
genetiques de susceptibilite favorisant (ou protegeant) 
contre telle ou telle pathologie. En general, les variants de 
susceptibilite participent chacun a un risque specifique de 
maniere limitee (le risque pris isolement quoique significant 
sur le plan statistique est faible sur le plan biologique). C’est 
I’association de plusieurs facteurs contributes qui abou- 
tit a un risque reel en association avec d’autres facteurs 
non genetiques (epigenetique et/ou environnemental). Par 
ailleurs, des mutations somatiques (non hereditaires) sont 
acquises au cours de la vie et sont la consequence soit 
d’erreurs de reparation de I’ADN suite a une agression exte- 
rieure (par exemple, les UV du soleil) ou soit une mutation 
stochastique (aleatoire au cours des mitoses) ou par inter- 
action avec I’environnement (agent infectieux, toxique. . .). 
Enfin, les epimutations (methylation des ilots CpG, varia- 
tions des histones, remodelage de la chromatine, action des 
microARNs) jouent un role determinant dans I’ensemble de 
ces pathologies. 

Les ARN non codants en pathologie moleculaire 

Les ARN non codants (ARNnc) sont representes principale- 
ment par les microARNs, les piARNs et les longs ARNs non 
codants (IncARNs). Une serie d’articles a ete consacree en 
grande partie a ces ARNs dans cette revue. Nous conseillons 
aux lecteurs de s’y rapporter pour plus de details [32,33]. Le 
role des microARNs dans les cancers est important : selon les 
miARNs, ils agissent soient comme suppresseurs de tumeur 
soit comme oncogenes. Outre leur role dans la physiopatho- 
logie des cancers, les ARNnc jouent un role important dans la 
physiopathologie de nombreuses maladies (maladies neuro- 
logiques, cardiovasculaires, hereditaires) [34], Les miARNs 


peuvent ne plus s’exprimer soit par anomalie epigenetique 
de leur promoteur, soit par mutation sur leur gene ou par 
d’autres alterations genetiques modifiant leur maturation 
notamment sur des proteines interagissant avec ces der- 
niers (par exemple, la proteine DICER). La cible des ARNs 
non codants peut aussi etre mutee et empecher ainsi ces 
derniers d’agir [35]. Les piARNs par des mecanismes simi- 
laires peuvent aussi etre alteres meme si leur role dans les 
cancers est moins clair. Quant aux IncARNs, soit par des alte- 
rations similaires a celles observees pour les miARNs soit par 
interaction avec des miARNs, ils peuvent dans certains cas 
jouer un role important dans certains cancers. 

L’epigenome 

Le genome humain est done constitue d’une longue 
sequence nucleotidique constitute des quatre bases A (ade- 
nine), C (cytosine), G (guanine) etT (thymine). Cependant, 
I’analyse de ce dernier n’est pas suffisante pour evaluer 
les consequences pathologiques au niveau moleculaire. En 
effet, I’environnement, les evenements stochastiques, les 
erreurs de la machinerie cellulaire aboutissent aussi a des 
modifications de la regulation de I’expression des genes 
sans atteinte directe de la sequence du genome mais en 
agissant par des mecanismes regulant son expression. Ces 
derniers se passent au niveau de I’epigenome (etymolo- 
giquement «sur/autour du genome »). L’anomalie la plus 
souvent etudiee est I’analyse des modifications de methy- 
lation sur I’ADN (la sequence est alors normale), les plus 
importantes etant la methylation des cytosines dans les 
Tlots CpG situes principalement au niveau des promoteurs 
de gene. Recemment, I’analyse des hydroxymethylations a 
ete ajoutee dans I’analyse de I’epigenome. Pour memoire, 
on definit habituellement un Tlot CpG par une sequence 
d’ADN de 500 pb contenant au moins 55% de bases (G + C) 
et un rapport du nombre de CG observes par rapport a 
celui attendu superieur a 0,6 [36]. Dans un grand nombre 
de cellules, ces ilots ne sont pas methyles. Neanmoins, 
on les retrouve dans certains tissus (methylations tissu- 
specifique) alors que dans les regions intergeniques, on les 
retrouve habituellement methyles. Ces methylations quand 
elles existent sont associees le plus souvent a la repression 
de I’expression des genes (silencing). Dans certains cas, leur 
role est physiologique par exemple dans le dosage de gene 
comme I’inactivation de I’X chez la femme (celle-ci etant 
XX, un seul des 2X est active), I’expression mono-allelique 
dans I’empreinte parentale ou au cours de I’embryogenese. 
Par ailleurs, une quantity importante d ’ilots CpG methy- 
les se retrouvent au niveau de sequences repetees telles 
que les retrotransposons (par exemple, les LINEs, long inter- 
sped elements) ou les retrovirus endogenes. Ces sequences 
repetees constituent environ 40% du genome humain. La 
methylation de celles-ci empeche leur expression, cette 
derniere quand elle a lieu, ayant des consequences patho- 
logiques au niveau de la stability tant des chromosomes 
que du genome en general [37]. Les modifications epige- 
netiques peuvent etre transmissibles. Elles sont souvent 
acquises par interaction avec I’environnement. La modifi- 
cation de I’etat de methylation de ces ilots peut aboutir 
soit a I’abolition d’expression du gene (en general, par 
methylation des cytosines comme deja indique) soit par 
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I’expression de genes reprimes (en abolissant cette methy- 
lation). Ce phenomene est notamment vu dans les cancers. 
L’epigenome ne se resume pas a I’etat de methylation d’llots 
CpG. D’autres mecanismes epigenetiques agissent aussi tels 
que les modifications d’histones, Pexpression des microARNs 
et les differentes conformations de la chromatine. Ainsi, les 
proprietes evolutives de I’epigenome jouent un role majeur 
dans I’expression des genes et done en physiologie et en 
physiopathologie. 

Les cinq composants majeurs de I’epigenome peuvent 
etre ainsi resumes [38] : 

• les methylations de I’ADN ; 

• les proteines liees a I’ADN et les modifications associees 
notamment sur les histones ; 

• les ARNs non codants (role dans la repression de la chro- 
matine, I’inactivation de I’X, I’empreinte genomique) ; 

• I’accession a la chromatine. Celle-ci est liee a la pre- 
sence de proteines modulant I’accession a la machinerie 
transcriptionnelle ; 

• I’organisation spatiale de la chromatine. II s’agit de 
son organisation en trois dimensions, modele dynamique 
dont le role est majeur tant pour I’accessibilite de 
la chromatique que pour la methylation et I’ensemble 
de la machinerie transcriptionnelle et regulatrice de 
I’expression des genes. 

Contrairement au genome dont revolution chez un indi- 
vidu evolue peu en general avec Page (hormis les mutations 
somatiques), I’epigenome est hautement dynamique et evo- 
lue dans le temps en interaction avec Penvironnement. Un 
groupe international s’est done constitue pour cartogra- 
phier I’etat de methylation du genome (Human Epigenome 
Project) ainsi que les modifications des histones et de la 
chromatine (Epigenomics project). Ces projets permettent 
Elaboration progressive d’un atlas de Pepigenome humain, 
PEpigenome Atlas accessible librement sur internet. Par 
ailleurs, des etudes a grande echelle dissociation entre 
pathologies et modifications epigenetiques commencent 
a etre envisagees (etudes denommees EWAS, Epigenome 
Wide Association Studies). On ignore en effet actuelle- 
ment de maniere precise Pimportance de ces variations 
tant physiologiques (epipolymorphismes) que pathologiques 
(epimutations). Sur le plan pathologique, les modifica- 
tions de methylation ont ete particulierement etudiees 
dans les cancers ou leur role est majeur dans la phy- 
siopathologie. Par exemple, on a pu demontrer que les 
vrais jumeaux (« clones » naturels dont le patrimoine geno- 
mique et epigenomique est identique a 1 00 % a la naissance) 
ne possedent plus le meme patrimoine epigenetique au 
cours de leur vieillissement par suite des interactions avec 
Penvironnement [39]. 

Le variome 

Nous avons evoques dans les paragraphes precedents les 
polymorphismes genetiques et epigenetiques. Pour rappel, il 
s’agit de variants de frequence superieure a 1 % par conven- 
tion et qui n’induisent pas de pathologie. Dans le cadre 
des polymorphismes genetiques, il peut s’agir de variants 
ponctuels (SNPs,) ou de variants de nature differente 


(deletions, insertions, variations structurelles). Un grand 
nombre de polymorphismes sont neutres (sans consequence 
sur Pactivite d’une proteine ou la fonction d’un gene) mais 
d’autres peuvent moduler les proprietes d’une proteineou 
d’un gene: on parle alors de polymorphisme fonctionnel. 
Ces variants neutres ou non participent a notre phenotype 
(ce que nous sommes) sans etre pathologiques et sont varia- 
bles d’un groupe ethnique a Pautre [40]. Cette diversite 
tant au niveau genomique qu’epigenomique s’appelle le 
variome. Il ne s’agit pas de mutations mais bien de poly- 
morphismes. La base de donnees 1000 genome par exemple 
rapporte ces variants. 

Les etudes d’association tout genome ou 
GWAS (Genome Wide Association Studies) 

Notion d’heritabilite 

L’heritabilite est un terme statistique se definissant comme 
la proportion de la variance phenotypique globale (par 
exemple, caractere physique, pathologie) attribute a des 
facteurs genetiques additifs [41]. La notion de facteurs 
genetiques additifs est importante. En effet, le calcul 
de Pheritabilite est fait en considerant qu’il n’existe pas 
d 'interactions entre les differents alleles mais que leurs 
effets sont additifs. Or, les interactions genetiques affectent 
ce calcul. L’heritabilite est de plus en plus utilisee dans 
Panalyse des genes de susceptibilite impliques tant en phy- 
siologie (par exemple, taille d’un individu) que dans I’etude 
des maladies. Elle est en partie dependante des facteurs 
environnementaux et de la population etudiee (pris en 
compte dans le calcul de la variance phenotypique). Comme 
evoque ci-dessus, ce calcul tient compte des effets additifs 
de Penvironnement et des facteurs genetiques mais ne tient 
pas compte de Pinteraction des genes entre eux (appelee 
aussi epistasis [42]) et des effets de Penvironnement (effets 
interactifs de Penvironnement). Enfin, comme tout calcul 
statistique, Pheritabilite est calculee sur une population et 
non sur un individu. Il s’agit done d’une notion relative dont 
il faut avoir une vision critique lors de toute interpretation 
d’un genotype chez un individu ou un groupe [43]. 

Les etudes d’association a grande echelle 

Les etudes d’association analysent un grand nombre de SNPs 
(de plusieurs milliers a millions) repartis dans Pensemble 
du genome humain afin d’identifier des regions ou des mar- 
queurs genetiques contribuant a une maladie ou a un groupe 
de maladie en comparant une population temoin non malade 
et une population malade, les deux populations etant 
comparable en tout point (sauf bien evidemment pour la 
pathologie etudiee). Dans ce genre d’analyse, on considere 
que les marqueurs statistiquement associes a la maladie etu- 
diee sont soit directement impliques dans la pathologie soit 
proche du gene ou du locus implique dans celle-ci. Cette 
strategic a ete utilisee avec succes dans un certain nombre 
de maladies. Elle reste cependant lourde a entreprendre 
(plusieurs milliers de patients et controles, necessite d’une 
grande puissance statistique, cout) et difficile a analyser 
en cas de grande heterogeneite de la maladie causale. Les 
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pathologies les plus courantes (diabete, cancers, maladies 
cardiovasculaires. . .) sont la consequence de nombreuses 
interactions environnementales mais aussi genetiques. Afin 
d’identifier les variants de cause ou de susceptibility de 
ces maladies improprement denommees communes, de 
nombreuses et importantes etudes dissociation entre des 
marqueurs genetiques sur le genome et differentes patho- 
logies ont eta realisees. Par exemple, une etude majeure 
rapportee en 2007 par le consortium prive Wellcome a iden- 
tifie 24 regions associees de maniere tres significative a sept 
phenotypes pathologiques (maladies) dont le diabete de 
type 2, l’ hypertension et la polyarthrite rhumatoide [44]. 
Dans la recto-colite hemorragique, une etude a identifie 
47 locus impliques [45], Neanmoins, le risque relatif signi- 
ficatif est tres souvent faible, dans la majority des cas 
entre 1,1 et 1,5. En pratique, cela signifie que, si on consi- 
der qu’un sujet ne presente pas de risque pour un allele 
A par exemple, son facteur de risque est egale a 1 . Si un 
autre sujet pour le meme gene presente un allele B avec un 
risque de 1,1, cela signifie que son risque avec cet allele 
(B) de developper une maladie est multiplie par 1,1 (au 
lieu de 1 qui veut dire aucun risque particular pour I’allele 
A: I’allele B represente 10% de risque en plus par rap- 
port a I’allele A). On voit done la faiblesse de ce risque B 
par rapport au «non-risque» A. Malgre I’importante quan- 
tity d’etudes GWAS (voir la base de donnees GWAS central 
et le catalogue des etudes, www.genome.gov/26525384), 
ces dernieres ont montre que la part heritable de nom- 
breuses maladies multifactorielles et polygeniques etait 
faible. (C’est-a-dire la partie de la pathologie qui s’explique 
par les variants presents dans les genes) Elle varie selon les 
pathologies. Par exemple, bien qu’on pense que la part heri- 
table de I’obesite se situerait entre 40 et 70%, les grandes 
etudes realisees a ce jour (et une douzaine d’entre elles 
sont considerees comme de tres grande qualite, c’est-a- 
dire robustes), la part heritable retrouvee n’est que de 2%. 
Certains ont parle de I’heritabilite manquante non retrou- 
vee par ces etudes [43]. Neanmoins, un grand nombre de 
ces etudes presentent des biais de stratification (certains 
sous-groupes sont sous/non representes par exemple, des 
groupes d’origine africaine), ce qui pose des problemes 
d’interpretation et de risque de sous-evaluation des resul- 
tats [11]. D’ailleurs, la grande diversity de distribution des 
variants d’une population ou d’une ethnie a I’autre pose la 
question de la validity de ce genre d’etudes realisee dans 
une population definie pour une autre population ou eth- 
nie non etudiee dans I’etude. II est done fort probable que 
ces etudes passent a cote d’un grand nombre de facteurs 
heritables. Parmi les raisons expliquant le manque probable 
de puissance de ces analyses, on peut citer I’existence de 
variants rares ayant des effets importants (variants de fre- 
quence < 1 %), des associations avec des variants non encore 
identifies, des problemes d’ajustement statistique (liee 
aux structures des populations et aux melanges ethniques 
notamment), la taille insuffisante des effectifs analyses, 
des variations non genetiques mais epigenetiques, des 
modeles statistiques inappropries, I’absence/insuffisance 
de prise en compte de I’epistasie (c’est-a-dire I’interaction 
entre les genes), les methodes statistiques les incluant 
necessitant un perfectionnement methodologique. Ce der- 
nier phenomene peut aussi etre repris pour I’interaction 
entre les variants. Par ailleurs, comme brievement evoque 


ci-dessus, les variations epigenetiques ne sont pas etudiees. 
Les marqueurs epigenetiques tels que I’analyse de methyla- 
tion et les variants biochimiques d’histones jouent un role 
majeur dans I’expression des genes. On sait par exemple 
qu’il existe des zones de methylation differentielle sur le 
genome (DMR, DNA methylated regions), des methylations 
tissu-specifique et des variations inter-individuelles (epipo- 
lymorphismes). Ces methylations evoluent d’ailleurs selon le 
contexte environnemental, I’age et le sexe. Le defi des ana- 
lyses dissociation tout genome est done majeur et encore 
insuffisamment resolu sur le plan methodologique. 

Le microbiome, groupe de genomes 
saprophytes chez I’etre humain 

Notre organisme vit en symbiose avec le milieu exterieur 
et son milieu interieur constitues entre autres d’un grand 
nombre d’agents microbiens. Notre peau, notre tube diges- 
tif et notre appareil urogenital sont en contact permanent 
avec un nombre considerable d’agents microbiens sapro- 
phytes. On estime que le nombre d’agents microbiens 
dans/sur notre corps est au minimum dix fois superieur a 
la quantite de cellules dont nous sommes constitues. Ces 
saprophytes jouent un role majeur dans notre physiologie 
tant sur le plan metabolique qu’immunitaire. Afin d’etudier 
les multiples roles de ces saprophytes, en 2007 le projet 
Human Microbiome Project a ete lance [46]. Son objectif 
est de comprendre non seulement le role physiologique de 
ce supra-genome mais aussi d’etudier des predispositions 
aux maladies liees aux desequilibres de cette flore sapro- 
phyte. Par exemple, des etudes chez la souris ont permis 
de demontrer le role de cette flore dans I’obesite. Ainsi, 
lorsqu’on transfere le microbiome de souris genetiquement 
obeses (ob/ob) qui possedent une mutation dans le gene 
de la leptine a une souris dont le tube digestif ne contient 
pas de bacteries, la quantite de tissu adipeux de cette der- 
niere augmente. Cette augmentation est significativement 
plus augmentee que si on y transfere le microbiome d’une 
souris mince [46], Une des hypotheses avancees est que le 
microbiome de la souris obese recueille I’energie globale 
des aliments et la transfere de maniere plus efficace. Ainsi, 
dans la recherche contre I’obesite, I’analyse du microbiome 
est-elle fondamentale. 

Les bases de donnees d’expression des genes 

Afin de comprendre I’interaction des genes entre eux et 
des consequences tant physiologiques que physiopatholo- 
giques sur notre organisme, outre les analyses de genomes 
et d’epigenomes, I’analyse de I’expression des genes a 
grande echelle a ete realisee sur de nombreux tissus tant 
a I’etat normal que pathologique. II s’agit dans ce cas la 
essentiellement de I’expression des ARN messagers (issus 
des genes codants) et des ARNs non codants (essentiel- 
lement les microARNs). Les informations sont disponibles 
pour des tissus sains (foie, cerveau. . .) et des tissus malades 
(cancers par exemple). Par exemple, en allant sur le site 
d’acces fibre GEO (Gene Expression Omnibus), en tapant 
(en anglais) cancer du sein, un chercheur peut retrouver 
1 170 experiences representant environ 33 OOOechantillons 
et une grande quantite de donnees d’expression de genes 
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[47]. Depuls 2002, la majorite des journaux dans lesquels 
sont publiees les etudes d’expression de genes imposent 
le depot des analyses d’expression dans ces bases de don- 
nees comme GEO (maintenu aux Etats-Unis par le centre 
NCBI, National Center for Biotechnology Information) ou 
ArrayExpress et Gene Expression Atlas, bases de donnees 
europeennes maintenues a I’lnstitut Europeen de Bioin- 
formatique, EBI (European Bioinformatics Institute). Ces 
gigantesques bases de donnees d’expression de genes consti- 
tuent une mine d’informations considerable sur un grand 
nombre de pathologies et servent aux nombreux cher- 
cheurs tant pour I’analyse physiopathologique que pour la 
recherche de nouvelles cibles therapeutiques par exemple 
dans les cancers. Ainsi, dans de nombreux laboratoires de 
recherche, la premiere etape est-elle I’analyse des don- 
nees validees et disponibles dans de vastes bases de donnees 
comme celle-ci. Dans un second temps, apres avoir emis des 
hypotheses, les analyses de laboratoire permettront de les 
tester. Bien entendu, ces nombreuses analyses presentent 
toutes des biais et doivent etre etudiees avec un certain 
sens critique. Neanmoins, de nombreux chercheurs estiment 
que la quantite importante de donnees issues de ces diffe- 
rentes analyses devrait minimiser ces biais. Actuellement, 
il semblerait que seulement environ 20% des chercheurs 
utilisent ces bases de donnees, ce chiffre paraissant cepen- 
dant sous-estime [47]. II s’agirait semble-t-il d’un probleme 
culturel, les chercheurs etant souvent reticents a utiliser 
des donnees dans des formats differents de ceux dont ils 
ont I’usage habituel. Les resultats de certaines analyses 
recentes demontrent cependant I’interet majeur de ces 
bases de donnees [48], 

Le sequencage a [’aide des techniques dites 
de nouvelle generation aujourd’hui en 
medecine — Vue generate 

Le sequencage de nouvelle generation introduit en 
2005regroupe un ensemble de techniques de sequencage 
differentes du sequencage selon la methode de Sanger, tech- 
nique habituellement utilisee en routine dans le sequencage 
par exemple en milieu hospitalier en genetique molecu- 
laire. Schematiquement, ces technologies permettent le 
sequencage en parallele et a grande echelle de molecules 
d’ADN amplifiees clonalement soit une molecule unique 
d’ADN est amplifiee et chaque molecule est amplifiee en 
parallele (PCR emulsion) soit un groupe de molecules d’ADN 
sont isolees spatialement puis amplifiees individuellement 
(par exemple, PCR en pont). Selon I’instrument et la stra- 
tegic d’analyse, il est possible d’etudier un genome entier 
(sequencage tout genome), un exome (voir infra) ou cer- 
taines cibles choisies (par exemple, un groupe de genes 
responsable de la meme maladie). A ce jour, en milieu hos- 
pitalier ou de recherche clinique, le sequencage cible ou le 
sequencage d’exome sont les plus utilises [49]. 


La notion d’exome 

L’exome est constitue de I’ensemble des sequences 
codantes des genes codant pour des proteines (environ 
23 000 genes), ce qui constitue environ la 1,5% du genome 


Proportion de I'exome (genes codants) dans le genome humain 


L'exome constitue environ 1,5% du genome humain 


■ Exome 

■ Reste du genome 



Figure 1 L’analyse d’exome constitue I’analyse des exons 
et jonctions exons/introns des genes codant dans le genome 
humain (dans certains cas, les regions 3' et 5' non codantes 
y sont ajoutees). Elle represente environ 1,5% du genome 
humain. L’analyse d’exome a permis de decouvrir de nouveaux 
genes mutes notamment dans des maladies hereditaires ou dans 
des cancers. Cette analyse constitue cependant fort probable- 
ment une etape intermediate avant I’analyse du genome entier 
tant que le prix de I’analyse d’un genome entier sera eleve par 
rapport a celui d’un exome. 


total (Fig. 1) soit environ 30Mb. En general, pour etudier 
cet exome, des methodes de captures d’exons en milieu 
liquide ou solide sont utilisees [8], La premiere etude rap- 
portant cette analyse par capture date de 2009 [50], Cette 
analyse a actuellement un succes important dans le dia- 
gnostic des maladies rares. En effet, il est moins couteux 
que le sequencage tout genome et la quantite d’information 
a analyser et a filtrer est beaucoup moins importante. La 
diminution rapide du cout du sequencage tout genome dont 
le prix se rapproche de celui de l’exome amene un nombre 
de plus en plus important d’equipes a changer de strate- 
gic. Une discussion dans le monde de la genetique sur le 
choix des strategies entre exome et tout genome est tou- 
jours en cours d’autant plus qu’en analysant au plus 1,5% 
du genome, 98,5% n’est pas analyse! Pour les maladies 
mendeliennes (monogeniques), consequence le plus souvent 
de I’atteinte d’un seul gene, de nombreux succes ont ete 
obtenus et de nouveaux genes identifies. Neanmoins, cette 
approche est plus interessante pour les maladies de trans- 
mission recessive et homogene sur le plan genetique avec 
une forte penetrance. Meme si des succes ont ete atteints 
pour des maladies autosomiques, le taux d’echec reste non 
negligeable d’autant plus que certaines maladies de trans- 
mission mendelienne sont heterogenes. 


Le sequencage tout genome 

Bien que l’exome analyse les parties codantes des genes, 
un certain nombre de maladies sont la consequence 
d’anomalies dans les regions non codantes telles que des 
regions regulatrices, des genes de microARN (ou d’autres 
ARN non codants), des variations structurelles du genome. 
Ces anomalies ne seront pas observees par I’analyse de 
l’exome. Un grand nombre d’etudes ont permis de decouvrir 
de nouveaux genes responsables de maladies hereditaires ou 
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Tableau 2 Comparaison des avantages et inconvenients de 
I’exome et du sequencage tout genome. 


Sequencage tout 
genome 

Exome 

Cout 

+++ (diminution 
constante : 

< 1000 euros en 
decembre 2012?) 

Environ 850 euros 

Technique 

Pas de capture 

Capture d’exome 

(souvent 

incomplete) 


Deuxieme 

Couverture 


generation : PCR 
indispensable 

d’exome inegale 


Troisieme 

Analyse des exons, 


generation : 

des jonctions 


analyse directe 

exon/intron, des 


de I’ADN sans 

parties 3et 5’ non 


amplification 

codantes 


Environ 

Environ 


3-4 millions de 

variants 

20000 variants 

Indications 

Maladies 

Maladies 


mendeliennes 

mendeliennes 
avec penetrance 
importante 


Maladies 

polygeniques 

Cancers 


Cancers 

Analyse de 
variants 

structurels 

Epidemiologie 

genetique 





impliques dans les cancers par exemple [8]. Dans certains 
cas, outre la mise en evidence du/des gene(s) respon- 
sable(s), les auteurs ont pu analyser d’autres portions du 
genome non directement impliquees dans la pathologie et 
identifier des facteurs de susceptibilite therapeutiques et 
par consequent optimiser le traitement du patient. L’apport 
du sequencage tout genome a la pharmacogenomique ou a 
la cancerologie par exemple est primordial [51]. 

L’approche actuelle de I’analyse d’exome est discutee 
dans la communaute et il est fort probable qu’il s’agisse 
d’une etape technologique intermediate dans I’analyse du 
genome tant en recherche qu’en diagnostic en attendant la 
baisse des couts des machines et des reactifs. L’ evolution 
des prix, des outils bioinformatiques et Parrivee prochaine 
des sequenceurs de troisieme generation amenent a penser 
que Papproche systematique tout genome sera bientot la 
strategic de base de toute analyse genomique [52]. 

Nous reviendrons plus en detail non seulement sur les 
differents types d’analyse dans le prochain chapitre mais 
aussi sur les approches strategiques actuelles et a venir 
(Tableau 2). 


Figure 2 Evolution du cout d’un genome (reference: Natio- 
nal Human Genome Research Institute — NHGRI). Le prix du 
sequencage d’un genome humain a considerablement diminue 
et continue de decroftre a un rythme rapide. 

La biologie des systemes 

L’objectif de la biologie des systemes consiste a integrer 
I’ensemble des donnees biologiques dans une representation 
qualitative et quantitative globale permettant une vision 
d’un systeme dans son integralite [53]. Elle constitue un 
ensemble de reseaux biologiques constitues de modules. 
En effet, une vision plus globale d’un systeme toujours 
complexe necessite une vision plus large et plus dynamique 
qu’un systeme fige tel que nous I’analysons le plus souvent. 
La mise en reseau des differentes relations inter-biologiques 
permet une approche differente et plus dynamique de 
la biologie. En analysant des perturbations dans tel ou 
tel sous-reseau (en partant d’hypotheses ou de resultats 
d’etudes de laboratoire), on peut analyser le comporte- 
ment de I’ensemble et en deduire des actions (par exemple, 
trouver une nouvelle voie therapeutique, de nouveaux mar- 
queurs biologiques, etablir un modele physiopathologique 
ou comprendre un dysfonctionnement biologique). En pra- 
tique, de nombreuses simulations peuvent etre creees. Ces 
reseaux peuvent etre construits a partir de donnees sta- 
tistiques issues d’etudes d’expression par exemple et/ou a 
partir de la construction de modeles mathematiques deduits 
d’interactions biologiques connues [54]. Elle associe des 
donnees de la genomique et de la proteomique. Bien que 
recente dans le domaine de la biologie, cette nouvelle 
approche de I’analyse des maladies et de la physiologie 
normale se met en place. Son importance dans le domaine 
de la medecine genomique est indiscutable. Neanmoins, il 
s’agit d’un defi majeur tant la complexite des systemes bio- 
logiques est grande [55,56], 

La medecine genomique personnalisee 

La notion de medecine personnalisee est aussi vieille que 
la medecine elle-meme. Hippocrate et de nombreux autres 
apres lui soulignaient I’importance de traiter le patient 
et non la maladie. La description des genomes humains a 
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Tableau 3 Bases de donnees sur Internet (exemples). 


Adresse Internet 

Bases de donnees et sites pour l’ etude des genomes 

Ensembl 

www.ensembl.org/index.html 

Complete Genomics 

www.completegenomics.com/public-data 

Genome de reference (site UCSC) 

genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway 

Genome reference consortium 

www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc/ 

Base de donnees de pseudogenes 

pseudogene.org 

Base de donnees de miARNs 

www.mirbase.org 

Base de donnees de IncARNs 

www.lncrnadb.org 

Base de donnees de piARNs 

pirnabank.ibab.ac.in 

Base de donnees de polymorphismes 

dbSNP 

www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/ 

Exome variant server 

evs.gs.washington.edu/EVS/ 

Base de donnees de facteurs de transcription 

ITFP (Integrated Transcription Factor Platform) 

itfp.biosino.org/itfp/ 

Projets de sequencage de genomes humains individuels 

Projet 1000 genomes 

www.1000genomes.org 

Personal Genome Project 

www.personalgenomes.org 

Base de donnees d’etudes dissociation tout genome (C WAS) 

GWAS central 

www.gwascentral.org 

Catalogue des etudes GWAS de la litterature mondiale 

www.genome.gov/26525384 

(National Fluman Genome Research Institute, USA) 

Etude du microbiome humain 

Projet microbiome humain-Human Microbiome Project 

commonfund.nih.gov/hmp 

(HMP) 

International Human microbiome consortium 

www.human-microbiome.org 

Bases de donnees de mutations 

HMGD (Human Genes Mutations Database) 

www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php 

HGVS data bases (Human Genome Variation Society) 

www.hgvs.org/dblist/dblist.html 

Projet HapMap 

hapmap.ncbi.nlm.nih.gov 

Human Heredity and Health in Africa 

www.h3africa.org/about.cfm 

MITOMAP (human mitochondrial genome database) 

www.mitomap.org/MITOMAP 

DGV (Data of genomic variants) 

projects, tcag.ca/variation 

DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and 

decipher.sanger.ac.uk 

Phenotype in Humans Using Ensembl Resources 

Copy Number Variation (CNV) Project 

www.sanger.ac.uk/research/areas/humangenetics/cnv 

ECARUCA (European Cytogeneticists Association Register of 

umcecarucaOl . extern. umcn.nl:8080/ecaruca/ecaruca.jsp 

Unbalanced Chromosome Aberrations) 

Annuaire de bases de donnees de variants structurels du 

www.hgvs.org/dblist/chromo.html 

genome 

Encyclopedie des maladies hereditaires monogeniques 

OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) 

www.omim.org 

Bases de donnees sur les genomes de cancers 

Cancer Genome Atlas (TCGA) 

cancergenome. nih. gov 

International Cancer Genome Consortium (ICGC) 

www.icgc.org 

Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) 

www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic 

Groupe d’etudes de I’epigenome humain 

Atlas de I’epigenome 

www.epigenome.org 

www.roadmapepigenomics.org 

www.genboree.org/epigenomeatlas/index.rhtml 

Expression de genes 

GEO (Gene Expression Omnibus) 

www.ncbi.nlm.nih.gov/geo 

ArrayExpress 

www.ebi.ac.uk/arrayexpress 

Gene Expression Atlas 

www.ebi.ac.uk/gxa 
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Tableau 3 (Suite) 


Adresse Internet 


Base de donnee de la biologie des systemes 

Annuaire de la biologie des systemes csbdb.mpimp-golm.mpg.de 

www.biochemweb.org/systems.shtml 

Library of Integrated Network-Based Cellular Signatures commonfund.nih.gov/lincs 

(LINCS) www.broadinstitute.org/LINCS 

Connectivity Map (CMAP) www.broadinstitute.org/cmap 

Human Protein Reference Database (HPRD) www.hprd.org 


bouleverse ce concept. Nous entrons dans une nouvelle ere 
(encore embryonnaire), la medecine genomique. A ce jour, 
il est probable que plus de 30 000 genomes individuels aient 
ete sequences [57] Par ailleurs, le cout du sequencage d’un 
genome humain sera prochainement inferieur a 1000 dollars 
(au plus tard dans deux ans — Fig. 2). Les nombreuses bases 
de donnees libres d’acces (Tableau 3) permettent d’obtenir 
de precieuses informations sur de nombreuses pathologies et 
variants normaux non pathologiques. Comme deja evoque au 
debut de cet article, plusieurs applications sont desormais 
possibles. II peut s’agir d’analyser un genome ou une par- 
tie d’un genome (exome ou groupe cible de genes) pour un 
patient dans le cas d’une pathologie mais il peut aussi s’agir 
d’un genome a la demande chez un sujet a priori sain et qui 
volontairement paye pour avoir son genome couramment 
appele genomique a la demande (chez les anglo-saxons, 
DTC, direct to consumer genomics). Bien qu’elle n’existe 
pas a ce jour en France (ou un vide juridique existe a 
ce sujet), de nombreuses societes en Europe (cf. Espagne, 
Royaume Uni ou Belgique) et aux Etats-Unis proposent de 
tels services (au moins 40compagnies dans le monde sont 
actuellement recensees). Bien entendu, outre les problemes 
d’interpretation de ces donnees, ce marche prive souleve 
des problemes ethiques et juridiques. Par ailleurs, un pro- 
jet public de sequencage de genome individuel a aussi pris 
jour en 2006, le Personal Genome Project (PGP). Il a pour 
but de sequencer des genomes de volontaires (sains ou non) 
et de rendre publique les resultats obtenus (ainsi que le phe- 
notype des individus). Ace jour, environ 1 800 volontaires ont 
ete enregistres [58]. 

Actuellement, en recherche clinique ou non, plusieurs 
approches d’analyse genomique sont possibles : 

• le sequencage de sujets normaux (medecine preventive). 

C’est la genomique a la demande ; 

• le sequencage du genome foetal chez la mere (diagnostic 

prenatal) ; 

• le sequencage des tumeurs afin d’etablir un diagnostic, 

un pronostic et d’optimiser les cibles therapeutiques; 

• le diagnostic des maladies hereditaires ; 

• I’adaptation therapeutique en fonction du fond geno- 
mique (pharmacogenomique). 

Avec cette premiere partie, nous avons voulu montre au 
lecteur sans pour autant etre exhaustif, la dynamique de 
la recherche actuelle, des connaissances de la genetique 
humaine et de ses implications progressives dans differents 
domaines de la medecine. Nous sommes a une periode 


charniere en medecine et la genetique humaine y contribue 

de maniere considerable. 
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Summary Suspected allergic reactions to drugs and biological substances (anti-infectious 
drugs and antipyretics, non-opioid analgesics and nonsteroidal anti-inflammatory drugs 
especially) are reported in 5 to 12% of children. Most frequent reactions are morbilli- 
form/maculopapular rashes, urticaria and angioedema. Other cutaneous and respiratory 
reactions, and severe allergic and non-allergic anaphylactic reactions are rare. The results of 
studies based on allergological tests and/or microbiological/serological tests strongly suggest 
that, except for a few types of reactions (anaphylactic and/or immediate reactions, potentially 
harmful toxidermias) and for very specific drugs (i.e. latex and myorelaxants), most reactions 
do not result from drug hypersensitivity, but are rather a consequence of the infectious and/or 
inflammatory diseases for which the drugs have been prescribed. Non-immediate reactions may 
also result from complex interactions between drugs, immune system and "danger signals” pro- 
vided or induced by infectious and/or inflammatory diseases. Diagnosis is based above all on a 
detailed analysis of clinical history, skin tests (if validated), and challenge tests (if indicated). 
At present, except in a few cases, the diagnostic and predictive values of in vitro tests exploring 
immediate and non-immediate-type of drug hypersensitivity are not validated. 
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Resume Des reactions presumees allergiques a un ou plusieurs medicaments ou substances 
biologiques (antibiotiques et antipyretiques, antalgiques et anti-inflammatoires non steroY- 
diens, notamment) sont rapportees chez 5 a 12% des enfants. Les reactions les plus frequentes 
sont les eruptions maculopapuleuses et mal etiquetees, et les urticaires et angio-oedemes. Les 
autres reactions, cutanees et respiratoires, et les reactions anaphylactiques graves sont rares, 
sinon exceptionnelles. Les resultats des etudes ayant comporte des bilans allergologiques et des 
examens microbiologiques et/ou serologiques suggerent fortement que, sauf pour certains types 
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de reactions (reactions anaphylactiques et immediates, toxidermies potentiellement severes) 
reintroduction ; et pour certains medicaments et substances biologiques (latex et curares en particulier), la 

Tests in vitro majorite des reactions rapportees ne resulte pas d’une hypersensibilite medicamenteuse, mais 

est plutot la consequence des maladies infectieuses et/ou inflammatoires ayant motive la pres- 
cription des medicaments accuses. Certaines reactions non immediates pourraient aussi resulter 
d’interactions complexes entre les medicaments, le systeme immunitaire et des «signaux de 
danger* produits ou induits par les maladies infectieuses et/ou inflammatoires. Le diagnostic 
est avant tout base sur une analyse detaillee de I’histoire clinique, sur les tests cutanes, 
lorsqu’ils sont valides, et sur les tests de provocation/reintroduction, lorsqu’ils sont justifies. 
En effet, sauf exception, la valeur diagnostique et/ou predictive des tests in vitro explorant les 
reactions d’hypersensibilite immediate ou non immediate est faible ou non validee. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Introduction (donnees epidemiologiques) 

Des reactions presumees liees a une hypersensibilite 
(HS) medicamenteuse sont rapportees chez 5 a 12% des 
enfants, les medicaments et substances biologiques les 
plus frequemment accuses etant les anti-infectieux, beta- 
lactamines notamment, les antalgiques, antipyretiques et 
anti-inflammatoires non stero'fdiens (AINS), et, dans une plus 
faible mesure, les vaccins [1—7]. Les reactions cutanees 
sont les plus frequentes, avec, notamment, les exanthemes 
maculopapuleux et les eruptions mal etiquetees (60-80%), 
et les urticaires et/ou angio-oedemes (20—30%), le plus 
souvent benins [1,3,7]. Les erythemes polymorphes, le syn- 
drome de Stevens-Johnson, les erythemes pigmentes fixes et 
toxidermies (potentiellement) severes, comme la pustulose 
exanthematique aigue generalisee, la necro-epidermolyse 
toxique et le Drug-induced Reaction with Eosinophilia and 
Systemic Symptoms (DRESS) sont rares, sinon exception- 
nels. La pseudomaladie serique n’est pas exceptionnelle, 
notamment chez les enfants traites par des cephalosporines 
de premiere generation. Les reactions respiratoires sont 
moins frequentes que les reactions cutanees, bien qu’elles 
soient rapportees chez 17a 24% des enfants explores pour 
suspicion d’HS aux AINS [8—10], Enfin, les reactions anaphy- 
lactiques graves sont tout a fait exceptionnelles, meme si 
elles representent environ 10% des motifs de consultation 
dans les services specialises. 

Les etudes ayant comporte un bilan allergologique et 
des examens microbiologiques et/ou serologiques suggerent 
fortement que, sauf pour certains types de reactions (reac- 
tions anaphylactiques et immediates, erytheme pigmente 
fixe et toxidermies potentiellement severes) et pour cer- 
tains medicaments et substances biologiques (latex et 
curares, notamment), la majorite des reactions presu- 
mees allergiques aux medicaments courants de I’enfant 
ne resulte pas d’une HS medicamenteuse, mais est plutot 
la consequence des maladies infectieuses et/ou inflamma- 
toires pour lesquelles ont ete presents les medicaments 
et substances biologiques [11—14]. Certaines reactions non 
immediates pourraient aussi resulter d’interactions com- 
plexes entre les medicaments ou substances biologiques, le 
systeme immunitaire et des «signaux de danger* produits 
ou induits par les maladies infectieuses et inflammatoires 
[15]. 


Grands principes diagnostiques 
Anamnese 

La nature et la chronologie des reactions doivent etre soi- 
gneusement analysees car, quels que soient les medicaments 
accuses, le risque que I’enfant soit authentiquement atteint 
d’HS allergique ou non allergique (intolerance) augmente 
avec la gravite et/ou la precocite de la reaction par rapport 
au debut du traitement ou la derniere prise [8,12,14,16,17]. 
Le risque est particulierement eleve chez les enfants rappor- 
tant des reactions anaphylactiques graves et des toxidermies 
(potentiellement) severes. II est plus faible chez les enfants 
rapportant des urticaires et/ou angio-oedemes de chrono- 
logie acceleree ou retardee, sans signes de gravite, ou 
un syndrome de Stevens-Johnson qui, bien souvent, sont 
d’origine infectieuse. Enfin, le risque est tres faible chez les 
enfants rapportant des reactions benignes mal etiquetees ou 
des exanthemes maculopapuleux de chronologie retardee. 
Le risque de reactivite croisee entre les medicaments de 
la meme famille ou doues de proprietes pharmacologiques 
ou physicochimiques identiques augmente egalement avec 
la precocite et le caractere anaphylactique des reactions 
[8,12,14,16,18,19], 

II faut egalement rechercher la notion de traitements 
anterieurs bien toleres par le medicament accuse ou des 
medicaments de la meme famille, a la recherche d’une 
sensibilisation anterieure. Cette notion peut toutefois faire 
defaut dans des cas rares de sensibilisations occultes, lors 
de traitements au long cours (ou la sensibilisation se pro- 
duit pendant les premieres semaines de traitement), ou lors 
de reactions a des medicaments responsables de reactions 
d’HS non allergique (antalgiques, antipyretiques et AINS, par 
exemple) [20]. II est egalement important de rechercher la 
notion de traitements bien toleres, depuis la reaction (pre- 
sumee) allergique, par d’autres medicaments de la meme 
famille, ce qui permet d’eliminer le risque de reactivite 
croisee et, parfois, d’infirmer le diagnostic d’allergie (pre- 
sumee) aux medicaments et substances biologiques. 

Seront egalement recherches, de facon systematique, 
mais pas toujours justifiee, les antecedents personnels et 
familiaux d’atopie et/ou d’allergie medicamenteuse presu- 
mee ou prouvee. 

L’ensemble de ces notions est indique dans I’Encadre 1. 
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Encadre 1: Donnees de I’anamnese chez les enfants 
rapportant des reactions presumees allergiques aux 
medicaments et substances biologiques. 

1. Nature et localisation (initiate et, eventuelle- 
ment, secondaire) des symptomes: 

• signes cutanes : 
o prurit isole, 

o urticaire et/ou angio-oedeme, 
o erytheme polymorphe (bulleux ou non), erythro- 
dermie, decollements cutanes spontanes ou au 
frottement, 

o rash : maculopapuleux, morbilliforme, etc. ; 

• autres symptomes : 

o malaise, hypotension/choc, 
o gene respiratoire (laryngee ou bronchique), dys- 
phonie, dysphagie, 
o poussee febrile, 
o arthralgies inflammatoires, etc. 

2. Chronologie apres le debut du traitement : 

• immediate (< 1—2 heures) ; 

• acceleree (< 48 heures); 

• retardee (> 48 heures : combien de jours ?). 

3. Chronologie apres la derniere prise (minutes ou 
heures?). 

4. Duree de la reaction apres I’arret du medicament. 

5. Notion eventuelle de majoration des symptomes : 

• d’un traitement a un autre; 

• lors des prises suivantes, au cours d’un meme traite- 
ment. 

6. Autres antecedents personnels medicamenteux : 

• traitements anterieurs bien toleres par le meme ou 
d’autres medicaments de la meme famille; 

• traitements posterieurs bien toleres par d’autres 
medicaments de la meme famille (lesquels?) ; 

• reactions a d’autres medicaments ou substances bio- 
logiques, en precisant leur type, leur chronologie et 
les substances en cause. 

7. Divers: 

• antecedents personnels : atopie, divers ; 

• antecedents familiaux: reactions aux medicaments 
ou substances biologiques, divers (atopie, etc.). 


Tests cutanes 

Les tests cutanes (TC) a lecture immediate (prick-tests 
et intradermoreactions) sont indiques chez les patients 
rapportant des reactions evoquant une HS immediate 
(HSI, IgE-mediee). Leur valeur diagnostique et/ou predic- 
tive n’est bien etablie que pour certains medicaments et 


substances biologiques (betalactamines, curares et vaccins, 
notamment) [21]. 

Le diagnostic des reactions d’HS semi-retardee repose 
principalement sur I’anamnese, eventuellement associee a 
des examens biologiques, tels les dosages des IgM/IgG anti- 
medicament (phenomene d’Arthus, maladie serique), et des 
complexes immuns circulants et du complement pendant 
la periode des symptomes (maladie serique), la recherche 
d’une eosinophilie sanguine et une etude histologique et 
immunologique des lesions (vascularites « allergiques »). En 
effet, les TC a lecture semi-retardee (lus a 6— 8h) ne sont 
ni standardises ni valides, meme s’ils ont ete positifs chez 
quelques rares enfants rapportant des phenomenes d’Arthus 
ou des urticaires accelerees apres des injections de rappel 
de vaccins contenant des anatoxines. 

A I’exception des patch-tests et des photopatch -tests, 
dont la valeur diagnostique et predictive est bien recon- 
nue dans les eczemas, les reactions photo-allergiques et les 
erythemes pigmentes fixes, les intradermoreactions (IDR) a 
lecture retardee et les patch-tests ont donne des resultats 
incertains et controversy dans les autres reactions d’HS 
medicamenteuse non immediate [12,22—26]. La variability 
des reponses aux TC a lecture retardee resulterait du fait 
que ces affections sont la consequence d’une reponse immu- 
nitaire complexe et evolutive, dont certains stades (IVb et 
IVc) ne peuvent pas etre explores par les TC a lecture retar- 
dee dont nous disposons. Selon la nouvelle classification des 
reactions d’HS retardee (HSR) aux medicaments [27], il exis- 
terait des reactions : 

• d’HSR(a) ou les cellules effectrices, recrutees et activees 
par les lymphocytes T dutypeThl (LyThl) sont des macro- 
phages et des cellules apparentees, comme les cellules 
dendritiques/de Langerhans (exemple type des eczemas 
et, peut-etre, des erythemes pigmentes fixes) ; 

• d’HSR(b)ou les lymphocytes sont des LyThl etTh2. Enpro- 
duisant de I’interleukine (IL) 5, ces derniers induisent un 
important afflux d’eosinophiles dans les lesions (exemple 
type des exanthemes maculopapuleux) ; 

• d’HSR(c) ou, grace a leur production d’interferon gamma 
(IFN-7), les LyThl recrutent et activent des lymphocytes 
T CD8 (cytotoxiques) qui, en produisant de la perfo- 
rin e/ tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), detruisent les 
cellules cibles (exemples types de la necroepidermolyse 
toxique et du DRESS) ; 

• d’HSR(d), enfin, ou les lymphocytes T liberent de l’IL-8 et 
du granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
(GM-SCF), chimiotactiques et activateurs des polynu- 
cleaires neutrophiles (exemple type de la pustulose 
exanthematique aigue generalisee). 

Les IDR a lecture retardee et les patch-tests ne peuvent 
pas reveler les sensibilisations retardees du type cyto- 
toxique, ce qui explique probablement leur frequente 
negativite dans les erythemes polymorphes bulleux, les 
syndromes de Stevens-Johnson, les necroepidermolyses 
toxiques et les DRESS. En revanche, ils sont tout a 
fait capables de reveler les sensibilisations du type clas- 
sique/tuberculinique (sous-type a) et, a un moindre degre, 
les sensibilisations retardees des sous-types b et d (cf. clas- 
sification ci-dessus). 
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Enfin, on recommande d’effectuer les TC dans un delai 
de quatre a six semaines a un ou deux ans apres la reaction 
(presumee) allergique, ne serait-ce que pour conserver une 
anamnese fiable [28]. Toutefois, les sensibilisations retar- 
dees aux medicaments et substances biologiques sont plus 
durables que les sensibilisations immediates et peuvent 
etre detectees de nombreuses annees apres la reac- 
tion. 


Tests in vitro 

Les tests in vitro explorant les reactions d’HSI sont les 
dosages des IgE seriques specifiques, les tests de la libera- 
tion de I’histamine (TLH) ou des leucotrienes (CAST : cellular 
antigen stimulation test) a partir des cellules sanguines, 
et les tests d’activation des basophiles sanguins (TAB) en 
cytometrie de flux. 

Les dosages des IgE seriques specifiques ne sont dis- 
ponibles et/ou fiables que pour certains antibiotiques 
(penicilline G, penicilline V, ampicilline, amoxicilline et 
cefaclor), le latex et certains curares, certains consti- 
tuents des vaccins (anatoxine tetanique, proteines aviaires, 
gelatine, formaldehyde) et quelques autres substances 
(insulines, ACTH, etc.). Leur sensibilite est plus faible que 
celle des TC a lecture immediate, probablement parce 
que la vitesse de disparition des IgE seriques specifiques 
est plus rapide que la vitesse de negativation des TC. 
De plus, ces tests donnent de frequents faux-positifs chez 
des sujets tolerant parfaitement certains medicaments 
et substances biologiques comme, notamment, les insu- 
lines. 

Les TLH, CAST et TAB peuvent etre effectues avec tous 
les medicaments et substances biologiques, sous reserve 
qu’ils existent sous forme soluble, et peuvent explorer les 
reactions d’HSI ou d’HS non allergique (antalgiques, anti- 
pyretiques et AINS par exemple). Cependant, ces tests ne 
peuvent etre effectues que par des laboratoires bien equi- 
pes et bien entraines, necessitent d’importantes quantites 
de sang et ne sont pas rembourses par la Securite Sociale. 
Enfin, malgre des progres recents [29], leur valeur diag- 
nostique varie considerablement d’une substance a une 
autre et d’un test a un autre pour une meme substance 
[30]. 

Les tests in vitro explorant les reactions d’HS 
non immediate sont les tests de transforma- 
tion/activation/proliferation lymphocytaire et les tests 
dosant les cytokines (IFN-7 notamment) produites par les 
lymphocytes T actives. Ces tests peuvent etre effectues 
avec tous les medicaments et substances biologiques, a 
condition qu’ils existent sous forme soluble et sterile. 
Cependant, comme les TLH, CAST et TAB, ces tests sont 
reserves a des laboratoires parfaitement equipes et entrai- 
nes, sont « gourmands » en sang et ne sont pas rembourses 
par la Securite Sociale. Enfin, et malgre d’importants 
progres recents [31—34], leur sensibilite et leur specificite 
restent faibles pour la grande majorite des medicaments 
et des faux-positifs sont frequemment observes chez des 
patients atteints d’une authentique HSI medicamenteuse 
[35-37], 

Pour toutes ces raisons, les tests in vitro explorant 
les reactions d’HS immediate et non immediate aux 


medicaments et substances biologiques ont des indications 
limitees (patients chez lesquels les TC ne sont pas reali- 
sables, medicaments et substances biologiques pour lesquels 
les TC ne sont pas valides et patients chez lesquels les TC 
sont negatifs malgre une histoire clinique hautement evoca- 
trice) [38,39], 

Tests de provocation/reintroduction (TP) 

Lorsque les TC et les tests in vitro ne sont pas fiables, ne 
peuvent pas etre effectues, sont ininterpretables (hypo- 
reactivite cutanee ou dermographisme), ou sont negatifs 
malgre une histoire clinique plus ou moins evocatrice, les 
TP represented le seul moyen qui permet avec une (quasi) 
certitude de confirmer ou d’infirmer le diagnostic d’HS 
medicamenteuse [40]. Ces tests doivent etre effectues en 
milieu (de type) hospitalier disposant de moyens de reani- 
mation lorsqu’ils sont effectues chez des patients ayant 
presente des reactions (potentiellement) graves de chrono- 
logic immediate ou acceleree. Diverses equipes font aussi 
effectuer les TP a domicile, sur plusieurs jours consecutifs, 
chez les patients ayant presente des reactions peu graves 
de chronologie retardee [14,24,41]. 

Quelles qu’en soient les modalites, les TP sont contre- 
indiques chez les patients ayant presente des reactions 
graves (toxidermies potentiellement severes notamment) 
et/ou a des medicaments juges inutiles ou peu utiles, et pour 
lesquels il existe des traitements alternatifs efficaces. Chez 
ces patients, les tests de reintroduction doivent etre effec- 
tues avec des medicaments de la meme famille, censes ne 
presenter aucune reactivite croisee avec les medicaments 
accuses. 

Conclusion : attitude pratique 

Les enfants rapportant des reactions plus ou moins evo- 
catrices d’HS medicamenteuse doivent faire I’objet d’un 
bilan allergologique. Ce bilan est essentiellement base sur 
un interrogatoire detaille, des TC, lorsqu’ils sont realisables 
et valides, et, eventuellement, un TP, lorsqu’il est justifie. 
La place des examens biologiques est limitee. 

En pratique : 

• chez les enfants rapportant des reactions anaphylactiques 
et/ou de chronologie immediate, tous les medicaments 
ou substances biologiques appartenant a la meme famille 
doivent, au moins temporairement, etre contre-indiques, 
car il existe un risque eleve de reactivite croisee. Un 
bilan, comportant des TC a lecture immediate a la sub- 
stance suspecte et avec d’autres substances de la meme 
classe et de classes differentes (si realisables et valides) 
et des TP (si justifies, lorsque les TC sont negatifs), doit 
etre effectue pour confirmer ou infirmer le diagnostic 
d’allergie medicamenteuse et pour determiner si I’enfant 
est sensibilise a une ou plusieurs (classes de) medicaments 
de la meme famille chimique ou pharmacologique. Idea- 
lement, ce bilan devrait etre effectue dans les quatre 
a six semaines suivant la reaction [28] et, dans tous les 
cas le plus rapidement possible, car, comme cela a bien 
ete demontre pour les betalactamines, les TC et les tests 
in vitro explorant I’HSI aux medicaments et substances 
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biologiques tendent a se negativer rapidement, alors 
meme que les patients conservent leur allergie [42,43] ; 

• chez les enfants rapportant des urticaires et/ou angio- 
oedemes non immediats et sans signes de gravite, il est 
aussi recommande d’effectuer un bilan allergologique 
qui, pour certains auteurs, peut se limiter a un TP pro- 
longe, au domicile de I’enfant, au moins dans un premier 
temps. Pour I’enfant, le risque d’etre reellement atteint 
d’HS medicamenteuse et, si tel est le cas, le risque de 
reactivite croisee etant relativement faibles, il est en 
principe possible, dans I’attente, de prescrire des medi- 
caments de la meme famille mais d’une autre classe que 
celle qui est suspectee ; 

• chez les enfants rapportant une pseudomaladie serique, 
la valeur diagnostique des TC a lecture non immediate 
est discutee. Le consensus international recommande de 
contre-indiquer definitivement la substance suspecte tout 
en autorisant les autres substances de la meme classe et 
d’autres classes. Cependant, des etudes plus ou moins 
recentes ont montre que la majorite des enfants chez 
lesquels les TC etaient negatifs toleraient parfaitement 
les TP effectues a dose therapeutique pendant plusieurs 
jours consecutifs, ce qui suggere fortement que, chez de 
nombreux enfants, la pseudomaladie serique ne resulte 
pas d’une reaction d’HS medicamenteuse; 

• chez les enfants rapportant un erytheme polymorphe ou 
un syndrome de Stevens-Johnson, il est possible, lorsque 
le diagnostic d’infection (HSV, mycoplasmes, coxsackies, 
etc.) a ete refute ou n’a pas ete effectue, d’effectuer 
des TC a lecture non immediate. Compte tenu de la 
faible valeur diagnostique de ces tests, evoquee plus 
haut, leur negativite n’exclut pas le diagnostic d’HS non 
immediate, et le consensus international recommande 
une contre-indication definitive des medicaments sus- 
pects. Cependant, dans notre experience, la majorite des 
enfants rapportant un erytheme polymorphe ou un syn- 
drome de Stevens-Johnson et ayant des TC negatifs ont 
tolere les TP, sur plusieurs jours et a dose therapeutique 
usuelle, suggerant, la encore, que chez de nombreux 
enfants, ces affections ne resultent pas d’une HS medica- 
menteuse ; 

• chez les rares enfants rapportant des reactions a 
type de pustulose exanthematique aigue generalisee, 
necroepidermolyse toxique et DRESS, les TC a lecture 
non immediate peuvent aussi etre effectues. Toutefois, 
comme dans le cas des erythemes polymorphes et syn- 
drome de Stevens-Johnson, la negativite de ces tests 
n’exclut pas le diagnostic d’HS medicamenteuse, et les TP 
sont formellement contre-indiques compte tenu du risque 
eleve de recidive grave, voire aggravee, et, meme dans 
le doute, il convient de contre-indiquer definitivement les 
medicaments suspects et de structure proche ; 

• dans les autres cas, comme les eruptions benignes non 
identifies et les exanthemes maculopapuleux de chrono- 
logie non immediate, les TC sont probablement inutiles 
et le diagnostic d’HS medicamenteuse est generalement 
infirme sur la tolerance des TP, effectues au domicile 
pendant plusieurs jours consecutifs et en dehors de tout 
episode infectieux, quitte a effectuer secondairement des 
TC chez les rares enfants recidivant lors du TP. 
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Resume Les frequences alleliques et genotypiques des systemes HPA-1 et HPA-2dans une 
population tunisienne ont ete determinees par une reaction de polymerisation en chaine avec 
des amorces sequences-specifiques (PCR-SSP) sur lOOdonneurs de sang volontaires. Le risque 
d’allo-immunisation dans ces systemes a par la suite ete evalue. Ce travail a montre une fre- 
quence allelique relativement elevee pour HPA-1 b (0,195) et pour HPA-2b (0,150) qui semble 
etre responsable du risque potentiel d’allo-immunisation dans les systemes HPA-1 et HPA-2 en 
cas de grossesse ou de transfusion. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Introduction 

Les antigenes specifiquement plaquettaires, appeles human 
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thrombocytopenie neonatale allo-immune (TNNAI), les etats 
refractaires aux transfusions de plaquettes et le pur- 
pura post-transfusionnel (PTP) [1]. Aujourd’hui, on compte 
six systemes bi-alleliques (HPA-1 a 5et -15), ainsi que 
21 antigenes mono-alleliques (HPA-6a -14bw, et HPA-16a - 
27bw) [2]. La frequence de ces antigenes et leur prevalence 
dans une population donnee presentent un determinant 
majeur de leur risque d’allo-immunisation et de leurs impli- 
cations cliniques associees. Les TNNAI impliquent le plus 
souvent les systemes HPA-1 , -3 et -5 chez les Caucasiens [3,4] 
et les systemes HPA-4et - 5 chez les Orientaux [5]. La plu- 
part des cas de PTP [6], TNNAI [4] et des etats refractaires 
aux transfusions de plaquettes [7] etaient lies a T antigene 
HPA-1 a, qui est la forme la plus immunogene. 

Jusqu’a present, seulement quelques etudes, concernant 
les systemes HPA-1 et -2en Afrique du Nord, sont dispo- 
nibles. Etant donne que la Tunisie a ete une cible de 
migration de toutes les populations et que la frequence des 
antigenes plaquettaires varie considerablement d’un groupe 
ethnique a un autre, nous nous sommes fixes pour objectif 
d’etudier le polymorphisme des systemes HPA-1 et HPA-2et 
d’estimer le risque potentiel d’allo-immunisation. 

Materiels et methodes 
Population d’etude 

La population d’etude se compose de lOOdonneurs de sang 
(51 hommes et 49 femmes) volontaires, sains, non apparen- 
tes, recrutes au hasard au centre regional de transfusion 
sanguine de Sousse (Tunisie). 

Genotypage des systemes HPA-1 et HPA-2par 
PCR-SSP 

Pour chaque donneur un echantillon de sang total a ete 
preleve sur EDTA pour extraire I’ADN. La methode « salting- 
out » decrite par Miller [8] a ete utilisee pour isoler I’ADN 
genomique a partir des cellules nucleees de sang total. 

Le genotypage dans les systemes HPA-1 et HPA-2a ete 
realise par PCR-SSP selon le protocole decrit par Feng et al. 
[9] avec quelques modifications. Trois amorces pour chaque 
systeme HPA ont ete utilisees (Tableau 1), une premiere est 
specifique a I’allele «a», une deuxieme est specifique a 


I’allele «b» et une troisieme specifique au brin comple- 
mentaire. Un couple d’amorces specifiques d’une region 
conservee du gene codant I’hormone de croissance humaine 
(HGH) a ete utilise comme controle interne pour valider la 
reaction de PCR. Toutes les amorces ont ete verifiees selon 
les informations obtenues a partir des banques des genes et 
des donnees des sequences publiees [9,10]. 

Les deux reactions PCR pour le genotypage des systemes 
HPA-1 et HPA-2ont ete realisees dans un volume reaction- 
nel final de 25 pi comprenant 2,5 pL de I’echantillon d’ADN 
purifie (100— 200ng/pL) ; 2,5 pL de tampon 10X; 200 pM 
dNTP; 2mM MgCl 2 ; 1,5 U TAQ polymerase et 0,2 pM de 
chaque amorce specifique des alleles a et b des systemes 
HPA-1 et HPA-2et du controle interne. 

Le programme de PCR a ete le meme pour les systemes 
HPA-1 et HPA-2; apres denaturation pendant cinq minutes a 
95 °C, les echantillons ont ete soumis a 30 cycles de PCR dans 
un thermocycleur (PCR GeneAmp® System 9700). Chaque 
cycle comprend une phase de denaturation (95 °C, 30 s), une 
phase d’hybridation (58 °C, 30s) et une phase d’extension 
(72 °C, 90s). Ces cycles ont ete suivis par une extension 
finale a 72 °C pendant cinq minutes. Les produits de PCR ont 
ete analyses par electrophorese sur gel d’agarose a 1,5%. 

Formules et analyse statistique 

Les frequences genotypiques et alleliques ont ete determi- 
nees par comptage direct. Le nombre de sujets attendu 
pour chaque genotype a ete calcule en utilisant les for- 
mules suivantes : (2 x f [a] x f [b] x n) pour les heterozygotes 
et ((f [a ou b]) 2 x n) pour les homozygotes, ou f [a] et 
f [b] sont respectivement les frequences des alleles a 
et b des systemes HPA-1 et HPA-2 et «n» est le nombre 
de sujets dans la population etudiee. La verification de 
I’equilibre de Hardy-Weinberg a ete testee en comparant 
le nombre attendu (Exp) avec le nombre observe (Obs) 
pour chaque genotype en appliquant la formule suivante : 
X 2 = Somme (Obs - Exp) 2 /Exp, pour un degre de liberte (ddl) 
egale a 1. Le seuil significatif choisi etait de 0,05. Le 
risque potentiel d’allo-immunisation par grossesse et par 
transfusion, lie aux antigenes a et b des deux systemes 
HPA-1 et HPA-2, a ete calcule en utilisant des formules 
employees par De La Vega et al. [1]. Ainsi, le risque potentiel 
d’allo-immunisation par grossesse estimait la chance d’etre 
en situation d’incompatibilite foetomaternelle selon la 


Tableau 1 Amorces utilisees pour le genotypage des systemes HPA. 


Gene 

Allele 

Sequence d’amorce (5’^3’) 

Mutation ponctuelle 

Tm (°C) 

Taille de produit 
d ’amplification (bp) 

HPA-1 

Allele «a» 

1aF ACTTACAGGCCCTGCCTCT 

176T 

59 

188 


Allele « b » 

1 bF ACTTACAGGCCCTGCCTCC 

176C 

62 



Anti-sens 

1 R GTGCAATCCTCTGGGGACT 


59 


HPA-2 

Allele « a » 

2aF CCCCCAGGGCTCCTGAC 

482C 

62 

241 


Allele « b » 

2bF GCCCCCAGGGCTCCTGAT 

482T 

63 



Anti-sens 

2R GCCAGCGACGAAAATAGAGG 


60 


HGH 

Sens 

HGHF GCCTTCCCAACCATTCCCTTA 


61 

427 


Anti-sens 

HGHR TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC 

58 
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42 'pb 
24lpb 


Figure 1 A. Genotypage du systeme HPA-1 par PCR-SSR. B. Genotypage du systeme HPA-2 par PCR-SSR. 427 pb : controle interne ; 
188pb et 241 pb : amplicons specifiques des alleles «a» et «b» pour les systemes HPA-1 et HPA-2 respectivement. 


formule : [(1 - p m ) 2 x p p ], ou p m est la frequence allelique 
dans la population des meres (sujets de sexe feminin dans 
notre etude) et p p est la frequence allelique dans la popu- 
lation des peres (sujets de sexe masculin dans notre etude). 
Le risque potentiel d’allo-immunisation par transfusion esti- 
mait la chance de recevoir une transfusion incompatible 
en utilisant la formule [(1 - p r ) 2 x (2pd - Pd 2 )], ou p r est la 


frequence allelique dans la population des receveurs et p d 
est la frequence allelique dans la population des donneurs. 
Vu que notre etude porte sur un seul echantillon de la popu- 
lation tunisienne, les frequences alleliques generates ont 
ete utilisees, aussi bien pour les donneurs que pour les rece- 
veurs, la formule utilisee est alors [(1 - p) 2 x (2p- p 2 )], ou 
p est la frequence allelique dans la population d’etude. 


Tableau 2 Frequences alleliques des systemes HPA-1 et HPA-2. 


Population 

HPA-1 

la 

1b 

HPA-2 

2a 

2b 

References 

Present travail (n= 100) 

0,805 

0,195 

0,850 

0,150 

Cette etude 

Tunisienne (Mojaat et al.) (n = 93) 

0,750 

0,250 

- 

- 

[11] 

Quelques populations africaines 

Algerienne 

Annaba 

0,793 

0,207 

0,819 

0,181 

[12] 

East 

0,836 

0,164 

0,852 

0,148 


Kabyle 

0,887 

0,113 

0,825 

0,175 


Middle 

0,873 

0,127 

0,853 

0,147 


Mzab 

0,841 

0,159 

0,835 

0,165 


West 

0,823 

0,177 

0,853 

0,147 


Tuareg 

0,790 

0,210 

0,806 

0,194 


Berberes de Maroc 

0,748 

0,252 

0,818 

0,182 

[13] 

Quelques populations europeennes 

Espagnole 

0,810 

0,190 

0,900 

0,100 

[14] 

Danoise 

0,831 

0,169 

0,917 

0,083 

[15] 

Allemande 

0,839 

0,161 

0,910 

0,090 

[16] 

Royaume-Uni 

0,840 

0,160 

0,925 

0,075 

[17] 

Hollandaise 

0,846 

0,154 

0,934 

0,066 

[18] 

Francaise 

0,848 

0,152 

0,920 

0,080 

[19] 

Italienne 

0,850 

0,150 

0,890 

0,110 

[20] 

Polonaise 

0,874 

0,126 

0,898 

0,102 

[21] 

Quelques populations asiatiques 

Coreenne 

0,988 

0,012 

0,923 

0,077 

[22] 

TaYwanaise 

0,997 

0,003 

0,960 

0,040 

[10] 

Japonaise 

0,998 

0,002 

0,900 

0,100 

[23] 

Chinoise 

0,994 

0,006 

0,952 

0,048 

[9] 

Quelques populations americaines 

Argentine 

0,878 

0,122 

0,875 

0,125 

[1] 

Mexicaine 

0,951 

0,049 

0,841 

0,159 

[24] 

Amerindienne 

1,000 

0,000 

0,821 

0,179 

[25] 


— : non teste. 
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Tableau 3 Risque potentiel d’allo-immunisation associe aux antigenes des systemes HPA-1 et HPA-2, par grossesse et par 
transfusion, chez les Tunisiens, les Caucasiens et les Amerindiens. 


Antigenes 

Tunisiens 

Grossesse/transfusion [cette etude] 

Caucasiens 

Grossesse/transfusion [1] 

Amerindiens 

Grossesse/transfusion [1] 

HPA-la 

0,037/0,036 

0,013/0,015 

0,000/0,000 

HPA-lb 

0,108/0,228 

0,094/0,177 

0,000/0,000 

HPA- 2a 

0,019/0,021 

0,014/0,015 

0,003/0,003 

HPA-2b 

0,105/0,200 

0,096/0,179 

0,050/0,097 


Resultats et discussion 

Le genotypage des systemes HPA-1 et HPA-2 a ete rea- 
lise pour lOOdonneurs de sang (Fig. 1). La distribu- 
tion genotypique du systeme HPA-1 etait 0,62; 0,37 et 
0,01 respectivement pour les genotypes HPA-la/a, HPA-la/b 
et HPA-1 b/b et celle du systeme HPA-2 etait 0,72; 0,26 et 
0,02 respectivement pour les genotypes HPA-2a/a, HPA-2a/b 
et HPA-2b/b. L’homozygote a/a presente le genotype le plus 
frequent que ce soit pour le systeme HPA-1 ou pour le sys- 
teme HPA-2. Les homozygotes b/b sont rares pour les deux 
systemes etudies. Les frequences alleliques des systemes 
HPA-1 et HPA-2, determinees par cette etude, sont donnees 
dans le Tableau 2. Les frequences des alleles HPA-a sont plus 
elevees que celles des alleles HPA-b pour ces deux systemes 
(0,805et 0,195 respectivement pour les alleles HPA-la et 
HPA-1 b, 0,850 et 0,150 respectivement pour les alleles HPA- 
2a et HPA-2b). L’equilibre de Hardy-Weinberg au sein de 
chaque groupe genotypique a ete verifie, et la difference 
entre les frequences genotypiques calculees et observees 
n’etait pas significative aussi bien pour le systeme HPA-1 
(X 2 = 3,18; p>0,05) que pour le systeme HPA-2 (X 2 = 0,038 ; 
p > 0,05). 

Les frequences alleliques des systemes HPA-1 et HPA- 
2 dans differentes populations africaines, europeennes, 
asiatiques et americaines sont donnees dans le Tableau 2. 
Nous avons constate que les frequences alleliques des sys- 
temes HPA-1 determinees dans cette etude se rapprochent 
de celles deja rapportees en 1999, par Mojaat et al. [11] 
ainsi que de celles rapportees chez les differents groupes 
ethniques de I’Algerie [12], les berberes du Maroc [13] et 
les Espagnols [14]. Nos resultats ont montre des frequences 
un peu plus elevees pour les alleles HPA-1 b par rapport 
a certaines populations caucasiennes, et encore plus ele- 
vees par rapport aux populations asiatiques et americaines 
(Tableau 2). Chez ces derniers, une tendance a une homo- 
geneity a ete notee. L’allele «a» est predominant, aussi 
bien pour le systeme HPA-1 que pour le systeme HPA-2, pou- 
vant aller jusqu’a I’absence totale de I’antigene HPA-1 b 
dans la population amerindienne [25]. Dans notre etude, 
1’ heterogeneity notee pourrait etre expliquee par la locali- 
sation geographique qu’occupe la Tunisie la rendant cible de 
migration et de melange ethnique de groupes de populations 
possedant des heritages genetiques differents [26]. 

Dans cette etude, nous avons choisi la methode de 
PCR-SSP pour le genotypage des systemes HPA-1 et HPA-2, 
vu sa rapidite, son faible cout et sa fiabilite permettant 
la detection simultanee de multiples systemes HPA [10]. 


Cependant, de fausses reactions peuvent etre observees, 
lors de I’utilisation de cette technique, comme celle decrite 
par Bertrand et al. [27], liee a une mutation silencieuse 
identifiee sur I’exon 3 de la GPIIIa (262T>C), qui peut empe- 
cher I’amplification de I’allele HPA-la et done donner un 
faux genotype HPA-1 b/b au lieu de HPA-la/b. II faut noter 
que dans notre etude, cette difficulty a pu etre surmon- 
tee puisque les amorces choisies tiennent compte de cette 
mutation. 

Le risque d’allo-immunisation par grossesse/ risque 
d’allo-immunisation par transfusion associe a I’antigene 
HPA-la est plus eleve que celui rapporte chez les Cau- 
casiens ainsi que chez les Amerindiens (Tableau 3). Ces 
derniers presenteraient un risque d’allo-immunisation negli- 
geable pour les antigenes du systeme HPA-1, pouvant etre 
lie a la frequence extremement faible, voire I’absence de 
I’allele HPA-lb dans cette population [1], En revanche, 
le risque d’allo-immunisation par grossesse/ risque d’allo- 
immunisation par transfusion lie aux antigenes du systeme 
HPA-2 se rapproche de celui publie chez les Caucasiens 
(Tableau 3). Cela pourrait etre lie aux frequences geno- 
typiques du systeme HPA-2, qui sont comparables pour 
les populations tunisienne et caucasoide (0,72; 0,26 et 
0,02 respectivement pour HPA-2a/a, HPA-2a/b et HPA- 
2b/b, dans la population tunisienne; 0,771; 0,208et 
0,021 respectivement pour HPA-2a/a, HPA-2a/b et HPA- 
2b/b, dans la population caucasienne) [1], 


Conclusion 

L’ heterogeneite notee dans la distribution allelique des 
systemes HPA-1 et HPA-2 predit un risque potentiel d’allo- 
immunisation antiplaquettaire. II est ainsi necessaire de 
developper I’exploration des thrombopenies neonatales et 
d’allo-immunisation transfusionnelle par I’introduction du 
genotypage, la recherche des anticorps et I’elaboration d’un 
registre des donneurs de plaquettes, a genotypes rares (a 
savoir, les homozygotes HPA-1 b/b), pour les convoquer en 
cas de prise en charge transfusionnelle des thrombopenies 
neonatales et d’allo-immunisation transfusionnelle. 
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KEYWORDS Summary Drug-induced hypersensitivity reaction is an unpredictable adverse effect from the- 

Hypersensitivity; rapeutics. Diagnosis is not easy and a potentially life-threatening reaction can occur in case of 

Abacavir; late stop treatment. Abacavir drug hypersensitivity in HIV-treated patients is well known since 

HLA-B*57:01; many years. Some genetic factors such as carriage of allele HLA-B*57:01 is strongly linked to 

HIV; this hypersensitivity syndrome. Recent guidelines have strongly recommended the screening of 

Pharmacogenetics HLA-B*57:01 before initiation of abacavir containing therapy. To date, the precise mechanisms 

underlying this intolerance remain unrecognized, but recent publications offer new insights 
regarding the explanation for abacavir hypersensitivity. Our objective in this article is to pro- 
vide a review of clinical manifestations, and risk factors and to focus attention on new published 
models for HLA-B*57:01 -linked immune-mediated abacavir-induced hypersensitivity. 
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Resume Les reactions d’hypersensibilite medicamenteuse sont un effet secondaire inattendu 
MOTS CLES des traitements. Le diagnostic essentiellement clinique peut ne pas etre evident des lors qu’il 

Hypersensibilite ; apparait sur un terrain deja fragilise, et I’arret tardif du traitement peut engendrer un risque 

Abacavir ; vital pour le patient. Les reactions d’hypersensibilite a I’abacavir, therapeutique anti-VIH, sont 

HLA-B*57:01 ; connues depuis plusieurs annees. Parmi les facteurs de risque, un facteur genetique, tel que la 

VIH ; presence de I’allele HLA-B*57:01 , a ete etabli. L’ association significative entre I’allele et la reac- 

Pharmacogenetique tion d’hypersensibilite a conduit a mettre en place le depistage systematique pretherapeutique 

de I’allele incrimine, pour tout patient eligible pour un traitement par abacavir. Le meca- 
nisme d’action de la reaction d’hypersensibilite est meconnu mais des publications recentes 
apportent deja une reponse partielle au phenomene. Cet article se propose de faire un point 
sur l’ hypersensibilite medicamenteuse a I’abacavir en detaillant les signes cliniques, les fac- 
teurs de risques et en presentant les differentes pistes explorees pour expliquer le mecanisme 
d’action. 
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L’hypersensibilite medicamenteuse est un effet inde- 
sirable, pouvant mettre en jeu le pronostic vital du 
patient. Des etudes immunogenetiques dans le domaine 
des manifestations allergiques medicamenteuses concer- 
nent essentiellement I’analyse de la region HLA situee sur 
le chromosome 6 humain. Ces etudes ont permis d’identifier 
I’allele HLA-B*57:01 comme marqueur genetique hautement 
predictif de susceptibility a I’hypersensibilite medicamen- 
teuse liee a I’abacavir, molecule utilisee dans le traitement 
des patients infectes par le VIH. Des recommandations natio- 
nals et internationales ont d’ailleurs ete emises afin de 
mettre en place un genotypage pretherapeutique du locus 
HLA-B des patients, permettant ainsi de reduire la survenue 
de reactions d’hypersensibilite liees au medicament. 

Les signes cliniques de la reaction 
d’hypersensibilite 

L’abacavir est un inhibiteur nucleosidique de la transcrip- 
tase inverse, qui a I’autorisation de mise sur le marche pour 
le traitement de I’infection par le VIH chez I’adulte. Dans les 
preparations medicamenteuses, on retrouve cette molecule 
seule ou associee a d’autres antiretroviraux. Cet inhibi- 
teur nucleosidique est une option de premier choix pour 
les combinaisons de tritherapies utilisees chez les patients 
nai'fs. Son utilisation peut etre limitee car cette molecule 
peut etre a I’origine de reactions d’hypersensibilite medi- 
camenteuse survenant dans les six premieres semaines de 
traitement chez 5a 8% des patients recevant cette the- 
rapeutique anti-VIH [1], Les symptomes sont les suivants: 
rashs cutanes, fievre, lethargie, nausees, vomissements, 
diarrhees, dyspnee, troubles osteo-musculaires, cephalees, 
paresthesies, oedemes, defaillance hepatique ou renale 
[2]. Ces troubles disparaissent dans les 72heures apres 
I’arret du traitement. Un arret trop tardif du medica- 
ment ou sa reintroduction peuvent entrainer des collapsus, 
engageant le pronostic vital dans 0,03% des cas [3]. Les 
symptomes engendres manquent cependant de specificite et 
il n’est pas evident de faire la difference avec une infection 
concomitante, une reaction inflammatoire ou une reac- 
tivity vis-a-vis d’autres molecules medicamenteuses [1], 
Le test epicutane (patch test) a ete parfois utilise pour 
confirmer une reaction d’hypersensibilite a I’abacavir [4]. 
L’utilisation de ce test en pratique courante ne revet pas 
d’interet car il necessite par definition une exposition ante- 
rieure a I’abacavir et les patients traites sont des patients 
nai'fs pour ce traitement. D’une facon generale, le dia- 
gnostic d’hypersensibilite a I’abacavir est essentiellement 
clinique. 

Les facteurs de risque de survenue d’une 
reaction d’hypersensibilite 

L’allele HLA-B*57:01 est associe a un risque majore de reac- 
tion d’hypersensibilite a I’abacavir (OR: 117; 1C a 95%: 
29—481) [2]. Deux premieres publications ont decrit en 
20021’association de I’allele B*57:01 avec I’hypersensibilite 
medicamenteuse a I’abacavir [2,5]. Le lien a surtout 
ete etabli dans la population caucasoide masculine VIH+. 
L’ etude Predict-1 multicentrique randomisee en double insu, 


regroupant 269 centres et 19 pays s’est interessee a 
une cohorte de 1956 patients VIH+ n’ayant jamais recu 
d’abacavir et etant d’origine caucasoide. Deux groupes 
ont ete realises : un groupe de patients beneficiant d’un 
depistage prospectif de I’allele HLA-B*57:01 , et dont les por- 
teurs de I’allele n’ont pas recu le traitement; un second 
groupe de patients traites sans depistage prospectif de 
I’allele incrimine. Au sein du premier groupe, le taux de 
reaction d’hypersensibilite est de 3,4% chez les patients 
traites HLA-B*57:01 negatifs, tandis qu’il avoisine 7,8% chez 
les patients non depistes. Cette etude demontre done 
I’utilite du genotypage du locus HLA-B des patients, avant 
le debut du traitement, puisque cela permet de dimi- 
nuer de 2,5fois la survenue de reaction d’hypersensibilite 
chez les patients VIH+ [1], De plus, au sein de cette 
etude, tous les patients avec un diagnostic clinique positif 
d’hypersensibilite a I’abacavir ont beneficied’un patch test. 
Ce dernier s’est avere positif chez tous les patients porteurs 
de I’allele HLA-B*57:01 [1], D’autres etudes ont confirme 
I’interet du genotypage HLA-B avant [’initiation du traite- 
ment au sein des populations australienne [6], francaise 
[7], canadienne [8] et americaine [9]. Des recommanda- 
tions emises par I’HAS et la FDA recommandent d’ailleurs 
de mettre en place ce test genetique avant I’initialisation 
du traitement chez les patients. Dans les zones geogra- 
phiques ou la prevalence de I’allele HLA-B*57:01 est faible, 
on peut se poser la question de I’interet du genotypage 
HLA, compte tenu du cout de I’analyse et du risque de 
survenue de reaction d’hypersensibilite. Cependant, il faut 
bien garder a I’esprit que meme si le patient ne porte pas 
I’allele HLA-B*57:01 , il convient de mettre en place une sur- 
veillance clinique etroite pendant les premieres semaines 
de traitement (une consultation tous les 15 jours), car des 
reactions d’hypersensibilite peuvent quand meme surve- 
nir chez 3% des patients VIH positifs HLA-B*57:01 negatifs 
[10]. Pour des reactions d’hypersensibilite medicamenteuse 
prouvee immunologiquement, la presence de I’allele HLA- 
B*57:01 presente une valeur predictive positive de 47,9% 
et une valeur predictive negative de 100% [1], Cependant, 
des patients HLA-B*57:01 ont tolere I’abacavir pendant six 
semaines sans reaction d’hypersensibilite sous-entendant 
ainsi que I’allele est necessaire mais non suffisant a la 
reaction [1]. D’autres facteurs genetiques pourraient inter- 
vene. Des cas familiaux d’hypersensibilite a I’abacavir ont 
ainsi ete decrits [11]. D’autres variants tels que HSP70- 
Hom M493T, qui code pour une proteine du choc thermique 
(HSP ou heat shock protein) et un polymorphisme situe 
dans le promoteur du gene tumor necrosis factor alpha 
(TNF alpha -238A) ont ete incrimines [12,13]. La proteine 
HSP 70 pourrait intervene comme proteine chaperonne pour 
router a I’interieur d’une cellule presentatrice d’antigenes 
I’abacavir ou son metabolite vers la molecule HLA de 
classe I HLA-B*57:01, facilitant ainsi la presentation pep- 
tidique. 

L’etude de Saag et al. [14] demontre que I’allele 
B*57:01 a une sensibilite de 100% dans la population presen- 
tant une reaction d’hypersensibilite a I’abacavir prouvee, 
aussi bien dans la population americaine blanche que noire, 
ce qui est controversy. L’origine ethnique des patients 
VIH+ semble importante, une relation hypersensibilite 
abacavir/HLA-B 4 57:01 ayant ete trouvee dans les popula- 
tions blanche et hispanique, mais pas dans la population 


122 


V. Moalic-Allain 


noire [15], ni dans les populations coreenne [16] ou taiwa- 
naise [17]. 

Les differences au sein des populations s’expliquent aussi 
par la frequence de I’allele incrimine au sein de ces popu- 
lations. Ainsi, elle varie de 3,5% a 7,10% pour la population 
caucasoide, de 1% a 8,2% dans la population asiatique 
et de 0,3% a 3,2% dans la population noire [18]. La plus 
faible prevalence de I’allele HLA-B*57:01 dans la popula- 
tion noire peut expliquer le nombre reduit de reactions 
d’hypersensibilite chez les sujets VIH+ ayant cette origine 
ethnique. La prevalence de I’allele HLA-B*57:01 au sein de 
la population VIH francaise calculee a partir de I’etude 
PEPI, incluant 2350 patients seropositifs, est de 5,32% [19]. 
Cependant, cette prevalence varie au sein des regions, 
puisqu’elle n’est que de 1,1 % a la Martinique [20]. 

D’autres facteurs interviennent pour expliquer les phe- 
nomenes d’hypersensibilite a I’abacavir. Les patients VIH+ 
ayant un taux de lymphocytes CD8+ superieur a 850/mm 3 ont 
un risque plus eleve que les autres [21]. Le taux de lym- 
phocytes CD4+ et la charge virale ne semblent pas jouer 
un role [22]. Lorsque I’abacavir est utilise en associa- 
tion avec la nevirapine (inhibiteur non nucleosidique de 
la transcriptase inverse, egalement a I’origine de reaction 
d’hypersensibilite), il existe une difficulty supplementaire a 
identifier le medicament responsable [23]. 

Immunopathologie de I’hypersensibilite a 
I’abacavir 

Le mecanisme d’hypersensibilite a I’abacavir est complexe. 
II s’agit d’une manifestation d’hypersensibilite retardee 
(type IV de la classification de Gell et Coombs), avec un 
role central attribue aux lymphocytes T. 

Pour rappel, les peptides classiquement presentes par 
les molecules HLA de classe I sont issus de la degradation 
de proteines endogenes, synthetisees par la cellule pre- 
sentatrice d’antigenes (CPA). Les proteines sont degradees 
dans le proteasome cytosolique en fragments peptidiques. 
La translocation des fragments peptidiques de leur site de 
production (cytosol) vers le site d ’assemblage avec les mole- 
cules HLA de classe I (reticulum endoplasmique) necessite 
I’intervention du transporteur transporter associated with 
antigen processing (TAP), ainsi que celle de proteines cha- 
peronnes dont la tapasine. Apres la liaison d’un peptide de 
bonne affinite, les molecules de classe I chargees en pep- 
tides sont liberees vers la surface de la CPA en passant par le 
reseau transgolgien. L’ensemble peptide-molecule HLA est 
reconnu par le TCR des lymphocytes T CD8+ et engendre 
ainsi une reponse immune cytotoxique [24]. 

D’une facon generale, les mecanismes d’hypersensibilite 
medicamenteuse font appel a differentes theories [25] : 

• theorie de l’haptene-pro/haptene : les medicaments 
(haptene) ou leurs metabolites (pro-haptene) ont un 
faible poids moleculaire et doivent se lier de facon cova- 
lente a de plus grosses proteines endogenes pour devenir 
immunogenes. II y a alors formation d’une proteine du 
soi alteree, qui sera degradee en peptides de huit a 
dix acides amines. Ce mecanisme necessite I’intervention 
des cellules presentatrices d’antigenes, qui presentent le 


complexe medicament-peptide via les molecules HLA de 
classe I et/ou II aux lymphocytes T ; 

• concept pi ou interaction pharmacologique avec un recep- 
teur immun : le medicament interagit directement par des 
liaisons non covalentes avec un recepteur des lympho- 
cytes T ou une molecule HLA, sans forcement qu’il y ait 
presentation peptidique par la molecule HLA. Le medi- 
cament realise un pontage entre le TCR et le complexe 
peptide-HLA, ce qui augmente I’affinite du TCR pour son 
ligand. 

Ces modeles ne peuvent cependant pas expliquer 
entierement le mecanisme d’hypersensibilite a I’abacavir. 
Plusieurs etudes ont vu le jour pour expliquer ce mecanisme 
d’action qui s’avere plus complexe. 

L’abacavir ou son metabolite en se liant a une plus grosse 
molecule se comporterait comme un haptene, qui serait 
ensuite charge dans le sillon de presentation peptidique de 
la molecule HLA-B*57:01. Chessman et al. ont rapporte que 
le mecanisme est TAP- et tapasine-dependant [26], D’autres 
etudes ont emis des hypotheses pour expliquer la restriction 
abacavir— HLA-B*57:01. Les molecules HLA de classe I ont 
une structure telle qu’elles presentent un site de fixation 
peptidique constitue des deux domaines alpha 1 et alpha 
2de la chaine lourde alpha. Le presentoir peptidique ainsi 
forme a la forme d’un sillon, ouvert aux deux extremites 
et permettant le chargement de peptides d’environ neuf 
acides amines. Les acides amines ainsi engages presentent, 
par leur taille et leur charge, une specificite de liaison pep- 
tidique et une specificite de reconnaissance par les TCR 
des lymphocytes T CD8+. Le sillon peptidique est decoupe 
en six poches (A a F). Ces poches constituent des points 
d’ancrage pour le peptide [27]. Dans I’etude de Chessman 
et al., des cellules presentatrices d’antigenes portant les 
molecules HLA-B*58:01, HLA-B*57:02ou HLA-B*57:03sont 
incapables d’activer les lymphocytes T CD8+ en presence 
d’abacavir [26], HLA-B*58:01 differe de HLA-B*57:01 par 
I’intermediaire des residus 97 et 103, ainsi que par les resi- 
dus 45 et 46, qui correspondent aux positions d’ancrage des 
peptides dans la poche B de la molecule HLA. La mole- 
cule HLA-B*57:02 differe de HLA-B*57:01 par I’intermediaire 
des residus en position 156, 114et 116, les deux derniers 
residus correspondant aux positions d’ancrage des pep- 
tides dans la poche F de la molecule HLA. L’absence de 
reponse par les lymphocytes T CD8+ lorsque les patients sont 
porteurs de I’allele HLA-B*58:01 et/ou HLA-B*57:02suggere 
que soit le peptide est presente dans une conformation 
alteree, soit il n’est pas presente par le changement de 
structure chimique dans le sillon de presentation de la 
molecule HLA. La molecule HLA-B*57:03 differe de HLA- 
B*57:01 par I’intermediaire des residus en position 114et 
116. Les patients HLA-B*57:03 ne semblent pas sujets a 
des reactions d’hypersensibilite, suggerant I’importance de 
deux residus d’ancrage de la poche F. Des molecules HLA- 
B*57:03 modifiees ont ete creees : une avec une substitution 
114Asp^Asn et une avec une substitution 116Ser->Tyr. Ce 
changement crucial d’un seul acide amine abroge totale- 
ment la capacite de I’abacavir ou de son metabolite a 
declencher une reponse T CD8+ specifique [26,28]. 

La liaison non covalente de I’abacavir a la molecule 
HLA-B*57:01 altere le repertoire peptidique presente par la 
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molecule HLA-B*57:01. Deux equipes ont realise des etudes 
cristallographiques du complexe HLA-abacavir-peptide, soit 
par I’intermediaire d’un peptide endogene [29], soit par 
I’intermediaire d’un peptide synthetique [28]. Les peptides 
qui se lient aux molecules HLA-B*57:01 sont des peptides 
de neuf acides amines, avec en position C-terminale un 
tryptophane ou une phenylalanine se liant dans la poche F. 
En presence d’abacavir, les peptides charges sur la mole- 
cule HLA-B*57:01 possedent des acides amines plus petits 
en position 9 (valine, leucine, ou isoleucine). L’abacavir 
change done le «soi» des fragments peptidiques presen- 
ts [26,28—31]. Illing et al. ont etudie le repertoire des 
peptides presents en mettant en culture des cellules pre- 
sentant la molecule HLA-B*57:01 en presence ou en absence 
d’abacavir. En presence d’abacavir, jusqu’a 25% des pep- 
tides elues des molecules HLA sont des nouveaux peptides, 
phenomene non retrouve si I’abacavir est absent [29,32]. 

Adam et al. montrent que la fixation de I’abacavir a une 
molecule HLA-B*57:01 permet de stabiliser les molecules 
HLA a la surface cellulaire et que 40% des clones T actives 
specifiquement par I’abacavir reagissent tres rapidement 
(2 a 5 min) en presence du medicament. Cette reactivite 
est trap rapide, suggerant que les clones T reconnaissent 
I’abacavir lui-meme et non pas un peptide altere [33]. De 
plus, la reactivite des clones T vis-a-vis de I’abacavir est 
heterogene et semble fonction de I’avidite des TCR pour 
le medicament, de la concentration du medicament dans le 
milieu reactionnel et est proportionnelle a la densite antige- 
nique des molecules HLA-B*57:01 a la surface des CPA [34]. 

En resume, les donnees suivantes ont ete etablies 
pour expliquer le mecanisme d’action d’hypersensibilite a 
I’abacavir : 

• I’hypersensibilite a I’abacavir est restreinte a la molecule 
de classe I HLA-B*57:01 ; 

• le chargement du peptide au sein de la molecule HLA- 
B*57:01 est TAP/Tapasine-dependant; 

• la reaction d’hypersensibilite est mediee par 
I’intermediaire d’une reponse T CD8+ specifique ; 

• la poche F de la molecule HLA-B*57:01 joue un role crucial 
dans la fixation du peptide, surtout le residu d’ancrage en 
position 116; 

• la fixation de I’abacavir sur la molecule HLA entraine un 
changement des peptides charges, creant des peptides 
alteres, qui presentent des acides amines plus petits en 
position 9 C-terminale (theorie des peptides alteres, qui 
ne sont plus reconnus comme peptides du «soi») [30]. 

La determination de I’allele HLA-B*57:01, par son asso- 
ciation forte avec les reactions d’hypersensibilite dues a 
I’abacavir, est desormais passee en test de routine, avant la 
premiere prescription de cette molecule chez les patients 
VIH positifs. Ce depistage pretherapeutique systematique a 
permis de diminuer de facon importante la survenue de cet 
effet indesirable potentiellement mortel. II s’agit sans doute 
la d’une premiere etape de la pharmacogenetique, disci- 
pline du futur, qui permettra d’adapter les therapeutiques 
au profit genetique des patients. 

Les interrogations concernant le mecanisme d’action 
d’hypersensibilite a I’abacavir ne sont pas toutes levees. 
Une meilleure comprehension de ce mecanisme est 


importante car il permettrait d’apporter de nouvelles pistes 
a la fois dans la comprehension des autres reactions 
d’hypersensibilite medicamenteuse, mais aussi dans celles 
concernant la survenue de maladies auto-immunes. 
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Summary The aim of this study is to evaluate the analytical performance of the new Sysmex 
XN-2000® analyzer in our routine laboratory. Overall, 798 adult and 340 pediatric blood samples 
were analyzed during a period of 3 weeks on the Sysmex XN-2000® and Advia 21 20i® as well 
as 100 body fluids. Analytical parameters as within-run and inter-day precisions, carry-over, 
linearity, limit of quantification, stability are excellent for the complete blood count (CBC) and 
correlation with Advia results shows high concordance between most parameters, except for 
the monocytes counts which are systematically higher with the Sysmex XN-2000®. The body 
fluids module shows high precision (CV< 10%) for WBC with negligible carry-over and excellent 
linearity. However, the BF module cannot give a number of RBC below 1000 p.L. RBC results are 
only provided in interval of 10 3 /|jlL cells with no intermediate counts. We concluded that the 
Sysmex XN-2000 provides highly reliable results. However, in our view, improvement of RBC 
count is mandatory and impairs full-automated counts of this kind of samples. 

© 2013 Published by Elsevier Masson SAS. 
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Resume Le but de cette etude est devaluation des performances analytiques du nouveau 
Sysmex XN 2000® (Sysmex, Japon) au laboratoire de routine. Au total, 798 echantillons sanguins 
adultes et 340pediatriques ont ete analyses en parallele sur le Sysmex XN-2000® et sur I’Advia 
21 20i® (Siemens, Allemagne), ainsi que 1 00 liquides biologique. Notre evaluation a porte sur 
les precisions intra-jour et inter-jour, le degre de contamination, la linearite et la limite de 
quantification avec des resultats excellents pour tous les parametres de I’hemogramme. La 
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comparaison avec I’appareil Advia 2120i® montre une absence de biais pour tous les parametres 

Sysmex XN ; analyses, a I’exception du comptage des monocytes qui est plus eleve avec le Sysmex XN-2000®. 

Advia 2120i Le module d’analyse des liquides biologiques (BF) montre egalement une grande performance 

en termes de precision, de contamination et de linearite pour les comptages des leucocytes 
et des erythrocytes (GR). Toutefois, ce module manque de sensibilite pour des valeurs infe- 
rieures a 1000GR/pL et il est impossible d’avoir des valeurs intermediaires de GR, I’appareil 
les denombrant uniquement par tranche de 1000GR/pL. En conclusion, le Sysmex XN-2000® 
fournit des resultats fiables. Cependant, a notre point de vue, I’amelioration du comptage des 
GR dans les liquides est une condition indispensable. 

© 201 3 Publie par Elsevier Masson SAS. 


Introduction 

La fusion des laboratoires en grand ensemble impose une 
automatisation de plus en plus poussee et des delais de 
reponses de plus en plus courts, tout en maintenant la 
qualite dans le rendu de resultats. L’analyseur modulaire 
de Sysmex, recemment mis sur le marche [1] represente 
un type de reponse a ces nouvelles exigences. En effet, 
cette serie XN se compose de plusieurs modules, per- 
mettant une combinaison flexible, selon les besoins du 
laboratoire, de plusieurs analyseurs combines a un systeme 
pre-analytiques de tri et transport d’echantillons, ainsi que 
I’etalement et la coloration automatique des frottis sanguins 
[ 1 , 2 ]. 

Les parametres erythrocytaires et le comptage par impe- 
dance des plaquettes sont mesures de la meme maniere que 
sur les analyseurs Sysmex precedents, comme ceux de la 
serie XE [3,4]. Les nouveautes apportees par la serie XN 
est ^introduction de quatre nouveaux canaux bases sur la 
technique de cytometrie en flux avec fluorescence : un canal 
pour les cellules nucleees (WNR : white cell nucleated chan- 
nel) ; un canal pour la formule leucocytaire (WDF : white 
cell differential channel ) ; un canal de detection de cel- 
lules precurseurs (WPC : white cell precursor channel ) et 
un canal de comptage des plaquettes par fluorescence (PLT- 
F). Parmi les autres innovations, citons egalement que le 
comptage des erythroblastes (NRBC) est effectue sur tous 
les echantillons pour lesquels une formule leucocytaire est 
demandee. La separation des lymphocytes et les monocytes 
a aussi ete optimalisee dans le canal WDF grace a un nou- 
veau reactif de perforation. L’impedance n’est plus utilisee 
pour compter les globules blancs (GB). 

Le canal WPC n’est utilise que comme test reflexe 
permettant de distinguer les blastes des lymphocytes anor- 
maux. Le canal PLT-F peut etre selectionne manuellement 
mais il se declenche aussi automatiquement comme test 
reflexe en cas d’anomalie des GR, de I’histogramme de taille 
des plaquettes et si le nombre de plaquettes est inferieur 
a une limite prealablement determinee par I’utilisateur. 
Ce canal PLT-F utilise un nouveau colorant ARN permet- 
tant egalement de quantifier 1’IPF (fraction des plaquettes 
immatures) [5,6]. 

Une innovation supplemental est ^introduction du 
mode low WBC permettant de realiser la formule avec une 
plus grande precision sur les echantillons leucopeniques 
(< 500GB/p,L). La formule est alors realisee sur un volume 
trois fois plus important de I’echantillon prealablement 
dilue. L’appareil comprend egalement un mode liquide bio- 
logique (BF : body fluid) permettant de realiser la cytologie 


sur differents liquides. Ce mode BF etait deja disponible sur 
le precedent appareil Sysmex XE-5000 [7—9]. 

Le but de notre etude etait d’evaluer en routine 
les performances analytiques de ce nouvel automate 
d’hematologie Sysmex XN-2000®, y compris le module BF, en 
termes de precision, du degre de contamination, de la linea- 
rite, d’exactitude et de stabilite des parametres au cours 
du temps en comparaison avec I’Advia 2120i®. Le gain en 
termes de verifications microscopiques manuelles est ega- 
lement evalue. 

Patients et methodes 
Patients 

Au total, 798 echantillons de sujets adultes et 340 
echantillons pediatriques preleves sur tubes K 2 EDTA ont 
ete evalues en parallele sur le Sysmex XN-2000® et I’Advia 
2120i®. Les comparaisons ont ete etablies en considerant 
I’Advia comme appareil de reference. Ces echantillons 
proviennent des patients hospitalises et ambulatoires qui 
arrivent quotidiennement au laboratoire. Ces echantillons 
representent une grande gamme d’echantillons normaux et 
pathologiques. 

Pour devaluation du module BF, nous avons utilise 
100 liquides d’origines diverses (liquide cephalorachidien — 
LCR, liquides synoviaux, peritoneaux, pleuraux, dialysat). 
Dans ce cas precis, le comptage manuel etait utilise comme 
methode de reference. 

Principe de mesures sur XN-2000 

Le systeme optique sur XN-2000 utilise un laser diode rouge 
stable produisant un faisceau lumineux de longueur d’onde 
de 633 nm et utilise la polymethine comme principal colo- 
rant fluorescent. La mesure des plaquettes par fluorescence 
et de 1’IPF se fait grace a un autre colorant fluorescent 
derive de I’oxazine. Trois signaux sont produits: 

• lumiere diffractee a petit angle (FSC : forward scatte- 
red lisht), fournissant des informations sur la taille des 
cellules ; 

• lumiere diffractee a grand angle (SSC : side scattered 
light), fournissant des informations sur la structure cel- 
lulaire interne ; 

• la fluorescence emise (SFL: side fluorescent light), dont 
I’intensite fournit des informations sur le contenu en 
ADN/ARN. 
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Figure 1 (A) Le scattergramme du canal WNR montrant les zones de globules blancs (WBC), de basophiles (BASO), d’erythroblastes 

(NRBC) et des amas de plaquettes (platelet clumps). (B) Le scattergramme du canal WDF montrant les zones des neutro- 
philes + basophiles (NEUT + BASO), des lymphocytes (LYMPH), des monocytes (MONO), des eosinophiles (EO), des granulocytes 
immatures (IG) et des NRBC. Les positions des lymphocytes reactionnels, blastes ou lymphocytes anormaux sont egalement indi- 
quees. (C) Le scattergramme du canal WPC montrant les zones des lymphocytes atypiques, des lymphocytes anormaux, des NRBC, 
des granulocytes, des monocytes et des blastes. SSC est sur I’axe x et SFL sur I’axe y. (D) Le scattergramme du canal WPC avec SSC 
sur I’axe x et FSC sur I’axe y. (E) Le scattergramme du canal des plaquettes fluorescentes (PLT-F) montrant la zone des plaquettes 
(PLT-F), IPF, WBC et globules rouges. 


Le marquage fluorescent des cellules a lieu apres la per- 
foration de membrane cellulaire provoquee par des reactifs 
de lyse specifiques. Grace a la perforation membranaire, 
le colorant polymethine (ou I’oxazine pour les plaquettes) 
entre dans la cellule et se lie a I’acide nucleique ainsi qu’aux 
proteines bioreactives dans les organites cytoplasmiques. 
Ces methodes sont employees dans les quatre nouveaux 
canaux qui sont : WNR, WDF, WPC et PLT-F (Fig. 1) ainsi que 
dans le canal reticulocytes (RET) deja present sur les pre- 
cedents appareils Sysmex. Le comptage des globules rouges 
et des plaquettes se base sur les principes d’impedance. 
Les autres parametres erythrocytaires sont obtenus par une 
combinaison de mesures optique et d’impedance sans avoir 
recours a une spherisation prealable. 

Principe de mesures sur I’Advia 2120i® 

Les leucocytes sont comptes et analyses sur deux canaux, 
peroxydase et basophile, apres la lyse des globules rouges. 


Le canal peroxydase est un canal optique qui realise la 
numeration des GB totaux ainsi que le compte differen- 
tiel sur base d’un diagramme taille/intensite de coloration 
a la peroxydase. Le compte differentiel est livre en cinq 
populations: neutrophiles, lymphocytes, monocytes, eosi- 
nophiles et «grandes cellules non identifiees-peroxydase 
negatives » (LUC : large unidentified cells) (qui regroupe 
blastes, lymphocytes reactionnels, atypiques, grands mono- 
cytes). Le canal baso realise egalement la mesure des GB 
totaux par un canal laser apres immersion des cellules dans 
un reactif de perforation auquel les basophiles resistent, 
ce qui permet leur numeration. Ce canal realise egalement 
I’analyse des noyaux des GB en les repartissant en cellules 
mononucleees (MN) (lymphocytes, monocytes, granulocytes 
immatures, et blastes) et cellules polymorphonucleaires 
(PMN) (neutrophiles et eosinophiles) [10]. Les erythroblastes 
sont egalement identifies dans ce canal. 

Apres une spherisation isovolumetrique des globules 
rouges, les globules rouges et les plaquettes sont comptes. 
Leur taille est mesuree lors de leur passage individuel devant 
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un falsceau de lumiere laser monochromatique. La lumiere 
diffractee est mesuree simultanement sous deux angles, 
celle a petit angle etant indicative du volume cellulaire et 
celle de grand angle indiquant I’indice de refraction refle- 
tant la concentration interne en hemoglobine des globules 
rouges [10]. 

Calibration et controle de qualite 

L’Advia 2120i® et le Sysmex XN-2000® ont ete calibres par 
le fournisseur. Les controles de qualite des fabricants sont 
analyses tous les jours en debut et en fin de journee. 

Validation de I’appareii Sysmex XN-2000® 

Precision 

La precision intra-jour a ete evaluee pour plusieurs para- 
metres de I’hemogramme (GR, GB, concentration en 
hemoglobine, hematocrite, reticulocytes, NRBC et formule 
leucocytaire : neutrophiles, lymphocytes et monocytes) et 
pour le comptage des GR et GB dans les liquides biologiques 
en repetant 20fois I’analyse des echantillons de patients 
avec des valeurs pathologiques basses, normales et patho- 
logiques hautes. 

La precision inter-jour a ete evaluee pour les memes 
parametres avec les trois niveaux de controles internes four- 
nis par le fabricant pendant 20 jours. 

Degre de contamination 

Un echantillon avec un nombre eleve d’elements cellulaires 
(HI, H2, H3) est mesure trois fois, suivi par trois mesures 
d’un echantillon de faible valeur cellulaire (LI, L2, L3). 
Le taux de contamination est calcule suivant la formule : 
([LI - L3]/[H3 - L3]) x 100%comme recommande par I’ICSH 
[11]. Ce taux est evalue pour les parametres de comp- 
tage: GB, GR, PLT, Hb de I’hemogramme et GR, GB dans 
les liquides biologiques. 

Linearite 

La linearite a ete evaluee en utilisant un echantillon avec 
des valeurs de comptage cellulaire elevees. Cet echan- 
tillon etait dilue plusieurs fois avec le diluant Cell Pack DCL 
fourni par le fabricant Sysmex pour obtenir des comptes pro- 
portionnellement plus bas. Chaque diluant est analyse en 
duplicat, la moyenne etant portee en graphique par rapport 
a la valeur attendue. La linearite a ete evaluee pour les GB, 
GR, Hb, Hct, Pit de I’hemogramme et pour le comptage des 
GB et GR dans les liquides biologiques. 

Limite de quantification 

La limite de quantification a ete evaluee pour la numeration 
des GR, GB et PLT dans I’hemogramme ainsi que pour le 
comptage des GB et GR dans les liquides en repetant dix fois 
I’analyse pour chaque niveau de dilution d’un echantillon. 
Cette limite correspond a la plus petite concentration pour 
laquelle le coefficient de variation (CV) ne depasse pas 10%. 

Stabilite 

La stabilite est evaluee pour tous les parametres de 
I’hemogramme mesures. Une rangee de dix echantillons 


choisis au hasard est analysee a Oh, 4h, 8h, 24 h puis 48 h. 
Ces echantillons sont conserves a temperature ambiante 
pendant la premiere journee de travail puis a 4°C pour les 
jours suivants. Ils sont conditionnes a temperature ambiante 
pendant au moins 30 minutes avant I’analyse. 


Exactitude 

Tous les echantillons sont analyses en double, sur I’Advia 
2120i® puis sur le Sysmex XN-2000. Neuf parametres ont 
ete etudies: GB, GR, Hb, Hct, plaquettes, reticulocytes, 
nombre en valeur absolue des polynucleaires neutrophiles, 
lymphocytes et monocytes. La numeration des granulocytes 
immatures et des NRBC est comparee avec le comptage 
manuel. Nous utilisons la methode de Bland-Altman pour 
cette comparaison. 

Evaluation des alarmes 

La performance des alarmes des deux analyseurs a ete eva- 
luee en utilisant les criteres de revue equivalents pour 
les deux appareils (Tableau 1). Leur specificite est evaluee 
en utilisant comme reference le comptage microscopique 
manuel. Les nombres de revue selon ces criteres sont 
compares entre les deux analyseurs. Les criteres de revue 
sont repris dans le Tableau 1 . 


Analyses statistiques 

La comparaison de Bland-Altman entre les resultats de Sys- 
mex et de I’Advia a ete realisee en utilisant le logiciel 
GraphPad Prism version 4. Pour la comparaison de la spe- 
cificite des alarmes entre deux appareils, nous avons utilise 
le test z de comparaison de deux proportions a I’aide du 
logiciel Statistix version 9. 


Tableau 1 Criteres de revue de lame utilises dans notre 
etude sur I’Advia 2120i® et sur Sysmex XN-2000. 

Advia Sysmex 

Criteres Leucopenie < 3000/p.L 

quantitatifs 

Leucocytose > 25 000/ |jlL 
Hematocrite <25% 

Plaquettes < 1 00 000/ |jlL 
Lymphocytose > 4000/ (jlL 

Criteres Amas de plaquettes (platelet clumps) 

qualitatifs 

LUC >4,5% 

lg++ou+++ lg>5% 

Atyp +,++ ou +++ Abn/Atyp Lymph 

Blasts +,++ou+++ Blasts 

NRBC >5% 

LUC : grandes cellules non identifiees-peroxydase negative 
(Large Unidentified Cells ) ; Ig : granulocytes immtures ; Atyp : 
lymphocytes atypiques; Abn : lymphocytes anormaux; NRBC: 
erythroblastes. 
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Tableau 2 Precisions intra- et inter-jour (n = 20) pour les differents parametres de I’hemogramme. 



Niveaux 

GB 

GR 

Hb 

Hct 

PLT 

NEUT 

LYMPH 

MONO 

RET 

NRBC 

Precision intra-jour CV% 

Anormal bas 

0,96 

0,6 

0,45 

0,74 

2,07 

3,2 

4,84 

9,62 

5,31 

4,92 


Normal 

2,3 

0,69 

0,63 

0,71 

2,54 

1,71 

1,9 

4,91 

1,45 

3,11 


Anormal eleve 

1,29 

0,56 

0,54 

0,68 

1,66 

1,44 

1,52 

3,26 



Precision inter-jour CV% 

Anormal bas 

2,15 

0,86 

1,12 

1,31 

7,26 

3,48 

4,26 

8,63 

5,56 

8,91 


Normal 

1,26 

0,86 

0,69 

1,2 

2,56 

2,22 

3,03 

5,98 

3,6 

5,9 


Anormal eleve 

1,15 

0,61 

0,59 

1,37 

1,57 

1,98 

2,88 

5,45 

7,13 

3,93 


GB : globules blancs ; GR : globules rouges ; Hb : taux d’hemoglobine ; Hct : hematocrite ; PLT : plaquettes ; NEUT : neutrophiles ; LYMPH : 
lymphocytes; MONO: monocytes; RET : reticulocytes; NRBC: erythroblastes. 


Tableau 3 Evaluation de la linearite. 



Pente 

Intersection 

r 2 

GB 

1,00 

0,22 

1,00 

Hb 

1,00 

0,15 

1,00 

GR 

1,00 

0,05 

1,00 

Hct 

1,00 

0,71 

0,99 

PLT 

0,99 

3,10 

1,00 


GB: globules blancs; GR: globules rouges; Hb: taux 
d’hemoglobine; PLT : plaquettes; Hct: hematocrite. 


Resultats 

Les precisions intra-jour et inter-jour sur trois niveaux diffe- 
rents montrent un faible coefficient de variation (CV< 10%) 
pour tous les parametres de I’hemogramme, y compris le 
comptage des NRBC et des reticulocytes (Tableau 2). La 
contamination est negligeable pour GR, Hb, GB et PLT, 
les resultats sont tous inferieurs a la limite recomman- 
dee de 2%. La linearite est excellente pour les GB, GR 
et PLT (Tableau 3) avec des limites de quantification res- 
pectivement de 140, 1 89,1 0 3 et 7, 1 0 3 elements/jcL. La 
stabilite a 48heures a 4°C, a montre qu’il y avait une aug- 
mentation du volume corpusculaire moyen (MCV) (jusqu’a 
5fL) apres 24heures sans aucune variation significative de 
I’hematocrite (Fig. 2). Les autres parametres mesures sont 
stables. L’analyse des resultats selon la comparaison de 
Bland-Altman avec I’Advia 2120i® ne montre pas de biais 


significatif pour la plupart des parametres, a I’exception 
du comptage des monocytes qui est systematiquement plus 
eleve avec le Sysmex XN-2000® (Tableau 4). Le comptage des 
granulocytes immatures (IG) est effectue par I’appareil Sys- 
mex alors que ce nombre n’est pas disponible sur I’Advia. 
Les resultats NRBC et des IG donnes par Sysmex montrent 
une bonne correlation avec le comptage manuel (Tableau 4). 
Le nombre de revues est plus faible avec Sysmex XN-2000 
par rapport a I’Advia 2 1 20i , respectivement 16,5 et 20,2% 
(p = 0,0073), la specificite de I’alarme « blast » (99 % vs 91 %, 
p < 0,001 ) de I’alarme « IG » (99,6 % vs 97,8 %, p = 0,01 8) et 
de toutes les alarmes (82% vs 92%, p< 0,001) etant plus 
elevee pour Sysmex (Tableau 5). L’analyse complete de dix 
echantillons en mode automatique sur Sysmex XN-2000 per- 
met de gagner trois a quatre minutes par rapport a I’Advia 
21 20i. Le mode BF montre un CV entre 2 et 11% pour 
les precisions intra- et inter-jour sur differents types de 
liquide et les precisions inter-jour pour le comptage des 
GB et GR (Tableau 6). La contamination est negligeable 
(0%) et la linearite est bonne (Pente = 1, R 2 > 0,99). Les 
limites de quantification sont respectivement de 100 et 
6000 elements/ p,L. Une bonne correlation avec la methode 
manuelle est observee pour la numeration leucocytaire (R 2 
de 0,94) et leur differenciation entre cellules polynucleees 
et mononucleees. Toutefois, ce mode BF manque de sen- 
sibilite pour des valeurs inferieures a lOOOGR/pL et il est 
impossible d’avoir des valeurs intermediates entre les uni- 
tes de 10 3 GR/pL. 
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Figure 2 La stabilite du volume corpusculaire moyen durant 
48 h sur Sysmex XN-2000. 


Aspects quantitatifs 

L’etude des performances analytiques du Sysmex XN 
2000® realisees selon les recommandations du Comite 
international pour Revaluation d’automates d’hematologie 
[11] s’est revelee satisfaisante. En effet, les precisions intra- 
et inter-jour offrent de bons resultats pour les numerations 
des leucocytes et des plaquettes, et pour les parametres 
erythrocytaires quel que soit le niveau de valeur testee. 
La linearite des numerations leucocytaire, plaquettaire et 
erythrocytaire est excellente et la contamination entre 
les echantillons successifs est absente. La comparaison 
selon Bland-Altman avec I’appareil Advia 21 20i® montre 
une absence de biais significatif pour tous les parametres 
analyses, a I’exception du comptage des monocytes qui 
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Tableau 4 Comparaison de Bland-Altman Sysmex XN-2000vs Advia 21 20i. 



n 

Biais (%) 

Intervalle de confiance 95% 

GR 

1138 

-3,78 

(— 8,20;0,64) 

Retie 

135 

-52,04 

(—11 3,2;9,12) 

Hb 

1138 

-1,04 

( — 5,40;3,31 ) 

Hct 

1138 

0,81 

( — 9, 1 8; 1 0,81 ) 

PLT 

1138 

-10,24 

( — 32,06; 1 1 ,57) 

GB 

1138 

1,06 

( — 8,56;10,68) 

NEUT 

1138 

-3,21 

( — 1 2,77;6, 34) 

LYM 

1138 

1,97 

(—11 ,88;1 5,83) 

MONO 

1138 

33,48 

(0,71 ;66,26) 

NRBC (vs comptage manuel) 

25 

-2,21 

(— 9,8;5,3) 

Ig (vs comptage manuel) 

45 

-1,91 

(— 10,8;7,0) 


GB : globules blancs ; GR : globules rouges ; Hb : taux d’hemoglobine ; Hct : hematocrite ; PLT : plaquettes ; NEUT : neutrophiles ; LYMPH : 
lymphocytes; MONO: monocytes; RET : reticulocytes; NRBC: erythroblastes. 


est systematiquement plus eleve avec le Sysmex XN-2000®. 
Cette difference est probablement due a la difference de 
methodes utilisees par les deux types d’appareil. 

Le module BF montre egalement une grande performance 
en termes de precision, de contamination et de linearite 
pour les comptages des globules blancs (GB) et globules 
rouges (GR). Toutefois, ce module BF manque de sensibilite 
pour des valeurs inferieures a 1000GR/pl et il est impos- 
sible d’avoir des valeurs intermediates de GR, I’appareil 
les denombrant uniquement par tranche de 1000GR/|xL. 
Une limite de detection de 1 GR/p,L avec une numeration 
continue et non par tranche de lOOOGR/pL rendrait ce dis- 
positif approprie pour les analyses de routine sur les liquides 
precieux tels les LCR. 

Aspects qualitatifs 

Avec le besoin de reduire les delais et couts de reponse 
des resultats d’hematologie, il est necessaire de reduire le 
nombre de revues microscopiques, sans pour autant reduire 
la qualite du diagnostic morphologique. Avec I’utilisation 
des analyseurs actuels d’hematologie, 80% des rejets 
sont declenches par des alarmes morphologiques generees 
par I’automate [12] dont 62% de faux positifs [13]. Les 
nouvelles generations d’appareils doivent done augmen- 
ter la specificite des alarmes, sans alterer le degre de 
sensibilite. 

Notre etude demontre que, le Sysmex XN permet la 
reduction statistiquement significative du nombre de revi- 
sions microscopiques compare a I’Advia (16,5% vs 20,2%, 
p<0,01). Nos resultats ont montre une optimisation de la 
specificite de I’alarme « Blasts » et de I’alarme «lg» de 
I’appareil Sysmex. C’est principalement cette amelioration 
significative qui permet d’augmenter la specificite globale 
de toutes les alarmes confondues par rapport a I’Advia 
(91,8% vs 82,1 %, p< 0,01) (Tableau 5). En effet, les alarmes 
portant sur les lymphocytes ne sont pas significativement 
differentes entre les deux systemes. L’introduction du canal 
WPC permettant de mieux differencier les blastes est pro- 
bablement a I’origine de cette meilleure specificite pour 
I’alarme blaste. La difference de specificite au niveau de 
I’alarme «IG» peut etre expliquee par le fait que I’Advia 


ne donne que des indications qualitatives sur ce parametre. 
Celle-ci est basee sur un calcul de difference de fractions 
leucocytaires des canaux MPO et Baso alors que I’appareil de 
Sysmex donne une numeration quantitative des granulocytes 
immatures. En effet, la zone des granulocytes immatures 
dans le scattergramme WDF se situe au-dessus de celle des 
neutrophiles (Fig. 1), bien distincte des autres classes. Par 
ailleurs, notre etude montre une bonne concordance de 
ce comptage par rapport au comptage manuel (Tableau 4). 
Le Sysmex XN-2000® realise egalement un comptage direct 
des NRBC par le canal WNR. Sur 25echantillons conte- 
nant d ’erythroblastes dans notre etude, ce comptage parait 
concordant avec le comptage manuel (Tableau 4). 

Par ailleurs, le Sysmex XN-2000® donne la fraction de 
plaquettes immatures (IPF) via le canal PLT-F qui pourrait 
etre utile pour differencier les hypoplaquettoses d’origine 
centrale ou peripherique. 

Toutefois, nous avons constate que le Sysmex XN-2000® 
nous donne moins d’informations sur les parametres des glo- 
bules rouges par rapport a I’Advia qui, grace a la mesure 
de la concentration cellulaire en hemoglobine, realise un 
scattergramme des globules rouges (diagramme de Mies). 
Ce scattergramme peut nous faire suspecter diverses hemo- 
globinopathies telles les thalassemies, la drepanocytose, ou 
une carence martiale [10,14]. La difference entre la concen- 
tration corpusculaire moyenne en hemoglobine (MCFIC) avec 
la concentration d’hemoglobine interne des globules rouges 
(CHCM) fait suspecter une hemolyse ou une lipemie. Par 
ailleurs, du fait que la mesure des constantes erythrocy- 
taires se fait par mesure optique apres une spherisation des 
GR, une valeur de MCHC superieur a 36,5 doit faire suspecter 
une spherocytose [10]. 

Aspects pratiques 

La serie XN peut etre consideree comme une plate-forme 
dont I’importance est definie par I’utilisateur. En effet, le 
laboratoire peut I’utiliser comme un instrument unique ou 
sous forme d’un alignement allant jusqu’a neuf modules. 
Les parametres analytiques peuvent etre adaptes, ainsi, 
les canaux WPC, PLT-F et des reticulocytes peuvent etre 
inclus ou exclus, permettant d’economiser les reactifs 
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Tableau 5 Etude comparative des alarmes morphologiques et du taux de revues manuelles. 


Sysmex XN-2000 Advia 21 20i 



Blasts 

Abn Lymph 

Atyp Lymph 

Ig 

Toutes les 

alarmes 

Blasts 

Atyp Lymph 

Ig 

Toutes les 

alarmes 

Vrais positifs (VP) 

9 

8 

6 

20 

43 

9 

15 

20 

44 

Faux positifs (FP) 

9 

56 

20 

5 

90 

105 

66 

25 

196 

Vrais negatives 
(VN) 

1120 

1074 

1112 

1113 

1005 

1024 

1057 

1093 

898 

Specificite 

VN/(VN + FP) (%) 
Taux de revues 
manuelles (%) 

99,20 a 

16,5 

95,04 

98,23 

99,55 b 

91 ,78 a 

90,70 a 

20,2 

94,12 

97,76 b 

82,08 a 


Ig : granulocytes immatures ; Atyp : lymphocytes atypiques ; Abn : lymphocytes anormaux. 

a p<0,01. 

b p < 0,05. 


Tableau 6 Precision intra- et inter-jour pour le comptage des GR et GB par le module comptage des liquides (BF). 


Precision intra-jour Precision inter-jour 



Dialysat 

L. synovial 1 

L. synovial 2 

L. pleural 1 

L. pleural 2 

LCR 

LCR 

Niveau 

bas 

Niveau 

eleve 

GB Comptage 
(10 3 /|jlL) 

3,55 x 10 3 

1 ,59 x 10 3 

24,78 x 10 3 

390 

2,7 x 10 3 

20 

50 

70 

330 

cv% 

3,4 

3,12 

3,81 

8,9 

4,5 

9,27 

4,97 

3,33 

2,46 

GR Comptage 
(10 3 /|jlL) 

a 

a 

10 

50 

190 

a 

a 

20 

70 

cv% 

a 

a 

5,38 

6,07 

1,2 

a 

a 

2,15 

2,78 


GB : globules blancs ; GR : globules rouges ; LCR : liquide cephalorachidien ; L. : liquide. 
a Valeur inferieure a la limite de quantification (< 6000 GR/puL). 


lorsqu’ils ne sont pas indispensables. Le Sysmex XN 2000® 
est un automate compact. Cet automate utilise de tres 
nombreux reactifs. Ceux-ci peuvent toutefois etre facile- 
ment charges en cours d’analyse et ^identification des 
controles et reactifs par code-a-barres facilite leur gestion. 
La maintenance est extremement simple. Quotidiennement, 
un rincage du circuit fluidique est realise a la fin des 
analyses. 

Les performances techniques du Sysmex XN 2000® en 
termes de cadence sont satisfaisantes en mode automatique 
(debit ~ 180 numerations-formules sanguines par heure en 
utilisant deux modules, temps de realisation des reflexes 
compris). Par rapport a I’Advia, nous avons observe un gain 
de temps de trois a quatre minutes pour un rack de dix 
echantillons en mode automatique. Cependant, au moment 
ou nous I’avons teste, I’appareil ne permettait pas le 
passage des tubes pediatriques en mode automatique, ce 
point etant encore en cours de developpement. Le pas- 
sage en mode manuel ralentit fortement le debit des 
analyses. 

Pour le module BF, I’appareil realise automatiquement 
un (ou deux) cycles de lavage entre deux analyses afin 
de reduire le risque de contamination. En effet, meme 
pour les liquides purulents, nous n’avons constate aucune 


contamination. Neanmoins, le temps d’un cycle de lavage 
est assez long (~deux minutes pour un cycle) et le module 
ne peut faire d’autres analyses durant ce lavage. Le module 
informatique de I’automate peut etre connecte au systeme 
informatique de gestion du laboratoire selon un mode bidi- 
rectionnel facilitant son integration. Le Sysmex XN-2000® 
est integrable dans une chafne de robotisation preanalytique 
ainsi qu’un etaleur automatique et d’autres appareils. 

Conclusion 

Le Sysmex XN-2000 fournit des resultats fiables, reproduc- 
tibles et stables pour une utilisation dans un laboratoire de 
routine. II augmente I’efficience du laboratoire en raison 
de sa rapidite, du taux reduit de revision manuelle et de 
^augmentation de la specificite des alarmes. Le mode BF 
permet une quantification automatique, rapide et precise 
de GR et GB ainsi que la differenciation entre les cellules 
polynucleees et mononucleees sur les liquides biologiques, 
meme purulents. Une limite de detection de 1 GR/|xL avec 
une numeration continue et non par tranche de 1000GR/pL 
rendrait ce dispositif approprie pour les analyses de routine 
sur les liquides precieux tels les LCR. 
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Summary We present a case of vitamin B12 deficiency in a five-month-old infant with failure 
to thrive and psychomotor delay. Blood cell count showed neutropenia and macrocytic anaemia 
with megaloblastic bone marrow. Vitamin B12 level was very low and associated with increased 
urinary methylmalonic acid, which confirmed vitamin B12 deficiency. Mother’s unrecognized 
pernicious anaemia was reported in this infant exclusively breastfed. Vitamin B12 supply was 
effective on anaemia and psychomotor delay. This case figures out the importance of an early 
diagnosis in front of failure to thrive, given the risk of incomplete neurologic recovery due to 
vitamin B12 deficiency. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Resume Nous rapportons le cas d’une carence en vitamine B12chez un nourrisson decouverte 
suite a une stagnation ponderale et un retard psychomoteur a I’age de cinq mois. La numeration 
sanguine mettait en evidence une neutropenie et une anemie macrocytaire avec megaloblastose 
medullaire. Le dosage de la vitamine B12etait effondre et associe a une acidurie methylmalo- 
nique. Le bilan etiologique rapportait une maladie de Biermer maternelle meconnue chez cet 
enfant nourri exclusivement par allaitement maternel. Le traitement substitutif s’etait revele 
efficace tant sur les anomalies biologiques que sur le developpement psychomoteur de I’enfant. 
Ce cas clinique illustre I’importance d’un diagnostic precoce devant tout retard ponderal en 
raison des consequences neurologiques liees a la carence en vitamine B12, quelle qu’en soit 
I’etiologie. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


* Ce travail a ete divulgue auparavant sous forme de poster affiche 
au Colloque national des biologistes des hopitaux a Angers du 26 au 
30septembre 2011. 

* Auteur correspondant. 

Adresse e-mail : m.cariou@ch-bretagne-sud.fr (M.-E. Cariou). 


Introduction 

La vitamine B12intervient dans de nombreuses fonctions 
biologiques dont les principales sont I’hematopoi'ese et le 
developpement du systeme nerveux. A I’inverse des adultes, 
la carence chez I’enfant a des retentissements rapides et 
parfois irreversibles notamment sur le plan neurologique. 


0923-2532/$ - see front matter © 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 
http://dx.doi.Org/10.1016/j.immbio.2012.1 1 .004 
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Figure 1 Myelogramme colore au May-Griinwald Giemsa (x 500) montrant des anomalies typiques de carence vitaminique. 


Nous rapportons ici le cas d’un nourrisson de cinq mois 
presentant une carence en vitamine B12decouverte suite a 
une stagnation ponderale et un retard psychomoteur. 

Observation 

Un nourrisson de cinq mois consulte dans le service de 
pediatrie pour une regression psychomotrice avec absence 
d’apparition de sourires-reponses, appauvrissement des 
interactions avec I’entourage, modification du tonus et 
troubles du sommeil. II est ne prematurement a 36semaines 
d’amenorrhee. L’examen clinique et la numeration sanguine 
etaient normaux a la naissance. II a ete vu en consultation a 
un mois et trois mois et demi avec a I’examen clinique une 
bonne poursuite oculaire, un bon tonus et une bonne crois- 
sance staturoponderale. En revanche, il n’a pas ete observe 
de sourire-reponse a I’age de trois mois et demi. II est ali- 
mente par allaitement maternel exclusif. L’examen clinique 
general rapporte une stagnation ponderale nette depuis 
deux mois. L’examen neurologique montre une poursuite 
oculaire fugace et limitee, une absence de sourire-reponse, 
une motricite saccadee et une hypotonie axiale. Le bilan 
biologique met en evidence une neutropenie persistante 
(0,4 G/L, n : 1— 8G/L) ainsi qu’uneanemiemacrocytaire are- 
generative (hemoglobine : 9,8g/dL, n: 10— 1 2 g/dL ; VGM: 
1 04,7 fL, n: 73— lOOfL). Les plaquettes sont normales. Le 
reste du bilan (ionogramme, uree, creatinine, calcium total, 
ferritine, TSH) est normal hormis une cytolyse hepatique 
avec des transaminases a quatre fois la normale. Le dosage 
des folates seriques est normal, celui de la vitamine B12est 
effondre a 53pg/mL (n: 211—911 pg/mL). 

Sa mere suit un regime alimentaire normal; elle a ete 
supplementee en fer et en folates pendant sa grossesse. 
Elle a pour antecedents une maladie de Basedow decouverte 
il y a 1 5 ans et traitee plus recemment par thyrofdectomie 
totale, ainsi que des difficultes ovulatoires rapportees a la 
prise de Distilbene® chez sa mere. Il s’agissait ici d’une 
premiere grossesse menee a terme (une fausse couche ante- 
rieure). 

Devant ce retard des acquisitions chez I’enfant associe a 
une stagnation ponderale et aux anomalies hematologiques, 
deux hypotheses principales sont evoquees: une carence 
en vitamine B12ou une maladie progressive de type 


metabolique. Des examens complementaires a visee 
etiologique sont realises. Le myelogramme montre des 
anomalies evocatrices de carence vitaminique: asynchro- 
nisme de maturation nucleocytoplasmique de la lignee 
erythroblastique avec megaloblastose, metamyelocytes 
geants au noyau rubane, exces de formes jeunes (Fig. 1). 
La chromatographie des acides amines plasmatiques met 
en evidence une hypomethioninemie et celle des acides 
organiques urinaires une acidurie methylmalonique tres 
elevee (4476 p,mol/mol de creatinine, n< 10p,mol/mol). 
La recherche d’anticorps antifacteur intrinseque et anti- 
cellules parietales de I’estomac est negative. Le bilan 
effectue dans le cadre de la neutropenie ne retrouve pas 
d’anticorps anticytoplasme des polynucleaires neutrophiles 
(Anca), d’anticorps antigranulocytaire ni d’infection virale 
(absence d’immunite contre Herpes Virus 1-2et Parvovirus 
B19, recherche de Cytomegalovirus par PCR negative). 
Le dosage des immunoglobulines seriques montre une 
diminution des IgG a 1 ,4 g/L (n>2g/L), les IgA et IgM sont 
normales. Il n’y a pas d’anomalies des sous-populations 
lymphocytaires ; les caryotypes sanguin et medullaire ne 
retrouvent pas d’anomalies. 

L’electroencephalogramme montre un ralentissement du 
trace de veille et de sommeil. L’IRM cerebrale montre 
une atrophie cerebrale moderee avec un elargissement des 
espaces pericerebraux et un aspect discretement elargi 
des ventricules lateraux ainsi qu’une collection perice- 
rebrale bilaterale evoquant deux hematomes sous-duraux 
chroniques. 

Dans ce contexte de carence un traitement parenteral 
par vitamine B12est instaure (1 mg trois fois par semaine). 
L’ evolution est rapidement favorable avec prise de poids, 
amelioration rapide des interactions (sourires-reponses), du 
tonus et des troubles du sommeil. Sur le plan biologique une 
reticulose survient au huitieme jour et I’anemie se corrige 
en trois semaines (hemoglobine : 12,4g/dL, n: 1 0 — 1 2 g/dL ; 
VGM: 80,3fL, n : 85— 95fL) ; la neutropenie se corrige en plu- 
sieurs mois. Les dosages de la vitamine B12et de I’acidurie 
methylmalonique sont normaux apres quelques jours de trai- 
tement. Le traitement substitute est rapidement passe par 
voie orale pour une duree totale de quatre mois. Au cours 
du traitement I’enfant a presente des mouvements de trem- 
blements fins des membres superieurs. L’IRM cerebrale de 
controle montre une nette diminution des espaces liquidiens 
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pericerebraux et une disparition des hematomes sous- 
duraux. L’enfant a beneficie d’une prise en charge dans un 
centre d ’action medico-sociale precoce, avec des seances 
de kinesitherapie jusqu’a disparition du retard moteur. La 
marche est acquise a I’age de 18 mois. A I’age de deux ans 
il est suivi sur le plan psychomoteur et sur le plan ortho- 
phonique pour un retard de langage. Malgre les nombreux 
progres constates et en raison du manque suffisant de recul, 
le pronostic neurologique est encore difficile a evaluer. 

Le bilan etiologique realise chez la mere ne retrouve pas 
d’anemie ni de macrocytose. La vitamine B12est abaissee 
a 101 pg/mL (n: 200-1000 pg/mL) et l ’homocysteine aug- 
mentee a 42,3p,mol/L (n < 12 p,mol/L) ce qui confirme la 
carence maternelle en vitamine B12. La recherche d’Anca 
et d’anticorps antifacteur intrinseque est negative. La 
recherche d’anticorps anticellules parietales de I’estomac 
revient fortement positive dans un contexte dysimmunitaire 
(presence d’anticorps antinucleaires a 1/200). L’examen 
d’une biopsie gastrique montre des lesions de gastrite inter- 
stitielle fundique atrophique. La recherche d ’Helicobacter 
pylori est negative. II n’y a aucun argument pour un syn- 
drome de non-dissociation de la vitamine B12 (pas de 
prise d’antidiabetique oral ni d’inhibiteurs de la pompe a 
protons). II s’agit done incontestablement d’une maladie 
de Biermer chez cette femme expliquant la carence en 
vitamine B12chez I’enfant exclusivement allaite. Elle sera 
supplementee par de faibles doses de vitamine B1 2 en raison 
de I’absence de retentissement clinique et biologique. 

Discussion 

L’apport de vitamine B12a lieu exclusivement a partir des 
aliments d’origine animale, sauf chez le nouveau-ne dont le 
stock provient uniquement du transfert placentaire. La vita- 
mine liee au facteur intrinseque est absorbee dans I’intestin 
puis liberee dans la circulation grace a un transporteur, la 
transcobalamine II. Elle agit comme coenzyme indispensable 
a deux reactions biochimiques dans I’organisme permet- 
tant ainsi de reduire la concentration de deux substances 
toxiques: I’homocysteine et le methylmalonate (Fig. 2) [1]. 

Les principals consequences de la carence en vitamine 
B12chez le nouveau-ne sont d’ordre hematologique (ane- 
mie macrocytaire aregenerative le plus souvent associee 
a une neutropenie) et neurologique (atrophie cerebrale et 
formation d’hematomes sous-duraux lies a I’elargissement 
des espaces pericerebraux comme dans notre observation). 
Devant toute anemie macrocytaire aregenerative chez 
I’enfant, il est necessaire de rechercher une cytopathie 
mitochondriale, une anemie thiamine-sensible ou une 
carence en vitamine B12ou en folates par malabsorption 
(maladie d’lsmerlLind), defaut de transport (deficit en trans- 
cobalamine II) ou defaut de metabolisme (entrainant une 
augmentation de I’homocysteine et une acidurie methyl- 
malonique comme rapporte dans notre cas) [2]. Les signes 
cliniques et biologiques ne permettent pas de distinguer les 
carences par malabsorption, defaut de synthese ou deficit 
en transcobalamine II [2], Devant une anemie macrocytaire, 
e’est la chromatographie des acides amines plasmatiques 
qui oriente vers une etiologie selon la presence ou non d’une 
hypomethioninemie et d’une homocystinurie (Tableau 1). 
Dans notre observation e’est la neutropenie qui a en 
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Figure 2 Role de coenzyme de la vitamine B12. 

D’apres [1]. 

premier lieu alerte le medecin, plus que I’anemie qui etait 
peu marquee. C’est pourquoi un bilan etiologique complet 
a la recherche d’une cause de neutropenie a ete realise en 
parallele du bilan de carence vitaminique. 

Les signes cliniques le plus souvent a I’origine du dia- 
gnostic sont comme dans notre observation un retard 
ponderal, une regression psychomotrice, une hypotonie et 
des troubles du sommeil associes a une atrophie corticale 
predominate dans la region frontotemporale [1,3], Les 
lesions nerveuses dues a la carence en vitamine B1 2 seraient 
liees a une accumulation de methylmalonyl-CoA qui inter- 
fererait avec la synthese des lipides necessaires a la 
constitution de la gaine de myeline. L’accumulation d’un 
metabolite neurotoxique liee a la perturbation du cycle 
de la methionine pourrait egalement etre responsable de 
ces lesions [4]. Actuellement les mecanismes des conse- 
quences de la carence en vitamine B12sur la myelinisation 
et le developpement cerebral ne sont done que partiel- 
lement elucides [5]. Les atteintes neurologiques sont plus 
severes chez le nourrisson avec une atrophie cerebrale pre- 
dominante, alors que chez I’adulte il s’agit principalement 
d’atteintes medullaires [6]. Malgre une bonne restauration 
sur le plan neurologique suite au traitement substitute, le 
risque de sequelles a long terme est reel bien que difficile 
a evaluer [1]. 

Tableau 1 Maladies metaboliques s’accompagnant d’ane- 
mie megaloblastique. 

Anemie megaloblastique 

Avec homocystinurie et hypomethioninemie 
Metabolisme des folates et de la vitamine B12 

Sans homocystinurie ni hypomethioninemie 
Oroticurie congenitale (hypochromie) 

Syndrome de Pearson (sideroblastes en couronne et 
vacuolisation des precurseurs) 

Defaut de transport de la thiamine (sideroblastes en 
couronne) 

D’apres [2]. 
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L’augmentation des transaminases lors de carences en 
vitamine B12 n’est pas specifique mais est retrouvee dans la 
plupart des cas [3]. II en est de meme avec la diminution des 
IgG seriquesdont la pathogenie reste inconnue [6]. Des mou- 
vements anormaux semblables a ceux observes dans notre 
cas sont decrits au bout de quelques jours de traitement; 
leur origine est encore mal identifiee [6]. 

Les concentrations placentaires en vitamine B12sont 
deux fois plus elevees dans la circulation sanguine foetale en 
raison d’un transport actif, ce qui pourrait expliquer le deve- 
loppement normal du foetus in utero [3]. La carence survient 
au bout de quelques mois d’allaitement exclusif. Une etude 
sur 40enfants exclusivement nourris au lait maternel pre- 
sentant une carence en vitamine B1 2 a montre un age moyen 
au diagnostic a 4,4±2,5mois [3], Dans notre observation 
comme dans la plupart des cas rapportes il n’existe pas 
d’anemie ou de macrocytose chez la mere mais une augmen- 
tation de I’homocysteine en lien avec le deficit en vitamine 
B12. Deux tiers des cas sont lies a un regime vegetarien 
chez la mere, un quart des cas a une maladie de Biermer 
maternelle, les autres etant lies a des pathologies diges- 
tives ou des carences generates [3]. L’interrogatoire est done 
capital pour preciser le mode d’alimentation maternelle, 
les antecedents familiaux et personnels a la recherche d’un 
contexte dysimmunitaire. 

Conclusion 

Les carences en vitamine B12chez le nourrisson surviennent 
principalement chez les enfants exclusivement allaites nes 
de mere vegetarienne, plus rarement chez des enfants nes 
de mere atteinte de maladie de Biermer meconnue. La plu- 
part du temps la carence est asymptomatique chez la mere 
et sans manifestations hematologiques, comme dans notre 
observation. Le diagnostic precoce de la carence chez le 
nourrisson presentant un retard psychomoteur et ponderal 


est capital puisqu’un retard a I’instauration du traitement 
peut entrafner des sequelles neurologiques irreversibles. 
Une supplementation systematique pourrait etre proposee a 
toutes les femmes enceintes ou allaitantes, voire aux nour- 
rissons allaites de facon exclusive. L’interet et le cout d’une 
telle supplementation ou d’un depistage neonatal systema- 
tique restent toutefois a evaluer. 

Declaration d’interets 

Les auteurs declarent ne pas avoir de conflit d’interets en 
relation avec cet article. 
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Cirrhose revelant une maladie coeliaque silencieuse: 
a propos d’un cas 
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Summary Celiac disease is an autoimmune enteropathy which may be accompanied by various 
extraintestinal manifestations. We report in this paper an original observation of cryptogenic 
cirrhosis revealing celiac disease. A 25-year-old girl admitted for hepatosplenomegaly, physi- 
cal examination discovered a portal hypertension syndrome and signs of liver failure. Further 
examination found that it was a cirrhosis of unknown etiology revealing celiac disease. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Resume La maladie coeliaque est une enteropathie auto-immune qui peut s’accompagner 
de diverses manifestations extra-intestinales. Nous rapportons dans cet article une observa- 
tion originate d’une cirrhose cryptogenique revelant une maladie coeliaque. II s’agit d’une fille 
agee de 25ans, admise pour hepatosplenomegalie, I’examen physique decouvre un syndrome 
d’hypertension portale et des signes d’insuffisance hepatocellulaire. Le bilan complementaire 
trouve qu’il s’agit d’une cirrhose d’etiologie indeterminee revelant une maladie coeliaque. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Introduction 

La maladie coeliaque (MC) est une enteropathie auto- 
immune provoquee par un antigene alimentaire, la gliadine 
du gluten. Le diagnostic de la maladie est base sur 
des arguments cliniques, serologiques et histologiques. 
Sur le plan clinique, le tableau est tres variable. Les 


* Auteur correspondant. 

Adresse e-mail : pharmagor@gmail.com (A. Gouri). 


signes les plus frequents sont des douleurs abdomi- 
nales, une diarrhee chronique et un amaigrissement. 
Cependant, I’existence des formes asymptomatiques sur- 
tout chez I’adulte est probablement a I’origine d’une 
sous-estimation de la frequence de cette maladie, 
qui peut avoir une revelation atypique. La MC peut 
s’accompagner aussi de multiples manifestations extra- 
intestinales. L’atteinte hepatique est frequente, mais s 
ouvent meconnue. 

Nous rapportons dans cet article le cas d’une cirrhose 
hepatique revelant une MC silencieuse. C’est une associa- 
tion tres peu decrite dans la litterature. 


0923-2532/$ - see front matter © 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 
http://dx.doi.Org/10.1016/j.immbio.2012.1 1 .005 
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Observation 

Mile H.Z. agee de 25ans, celibataire, est admise au ser- 
vice de medecine interne pour une splenomegalie evoluant 
depuis trois mois. Dans ses antecedents personnels, on 
retrouvait la notion d’un retard pubertaire: amenorrhee 
primaire et absence des caracteres sexuels secondaires. En 
plus, notre patiente etait atteinte d’une fente velo-palatine 
operee a I’age de six ans. Ses antecedents familiaux etaient 
sans particularite. 

A I’examen physique, I’etat general etait peu altere avec 
un indice de masse corporelle (IMC) de I’ordre de 
16,89 kg/m 2 . La malade etait apyretique avec une bonne 
coloration cutaneomuqueuse. 

L’examen digestif montrait une circulation veineuse col- 
lateral abdominale avec une splenomegalie au stade 2. 
En revanche, I’auscultation cardiopulmonaire etait nor- 
male. 

L’examen biologique montrait une perturbation des 
parametres suivants : aspartate aminotransferase (ASAT) a 
142UI/L (N < 40 Ul/L), alanine aminotransferase (ALAT) a 
124UI/L (N < 40 Ul/L), lactate deshydrogenase (LDH) 
a 966 Ul/L (N < 460 Ul/L), vitesse de sedimentation (VS) 
a 90 mm (N<20mm), taux de prothrombine (TP) a 65% 
(N : 75—100%). Alors que le reste des parametres compor- 
tait la bilirubine, gamma glutamyl transpeptidase (GT), 
phosphatases alcalines, bilan lipidique, renal, proti- 
dique, phosphocalcique et glycemie etaient tous normaux 
(Tableau 1). 

A I’hemogramme, I’hemoglobinemie etait a 94g/L (N : 
115—160), le volume globulaire moyen (VGM) a 74 fl (N : 
84—96) et la concentration corpusculaire moyenne en hemo- 
globine (CCMH) a 38% (N : 31—36), globules blancs a 
1 ,7 x 1 0 3 / L (N : 4-10 x 10 3 ) et plaquettes a 61 x 10 3 /L (N : 
150— 400 x 10 3 ). Le bilan martial et la ferritinemie etaient 
normaux. 

La ponction de moelle identifiait une dyserythropoi'ese 
mais en absence de cellules de surcharge ou de corps de 
Leishmanies. 

La serologie virale pour I’hepatite B et C etait nega- 
tive. Le bilan immunologique comportant la recherche 
des anticorps antinucleaires, anti-liver kidney microsomes 
(anti-LKM), anti-muscle lisse et anti-mitochondries etait 
negatif. Cependant, la recherche des anticorps anti- 
endomysium et anti-gliadine etait positive. 

L’examen radiologique du thorax et I’electrocard- 
iogramme (ECG) etaient normaux. L’echo-Doppler abdomi- 
nale revelait un foie augmente de volume (fleche hepatique 
de 168 mm) regulier et echogene, tronc porte et veine sple- 
nique dilatees sans thrombose, en plus d’une splenomegalie 
qui etait au debut le motif de consultation. 

La fibroscopie digestive haute permettait de mettre 
en evidence une gastrite erythemateuse en mosai'que et 
des varices tuberositaires grade I. La biopsie duodenale 
objectivait une atrophie villositaire totale. La ponction 
biopsie hepatique transparietale n’a pu etre realisee en 
raison de la thrombopenie severe dont souffrait notre 
patiente. 

L’examen ophtalmique ne montrait pas d’anneau peri- 
corneen. L’examen des mains decouvrait un hippocratisme 
digital avec des angles blancs. 


Tableau 1 Bilan biologique a I’admission. 

Biological data on admission. 

Parametre 

Resultat 

Leucocytes 

1 ,7 x 1 0 3 / L (N: 4—10 x 1 0 3 / L) 

Hematies 

3,3 x 10 12 /mm 3 (N : 

4, 5-5,1 x 1 0 1 2 / L) 

Hemoglobine 

94g/L (N: 115-160) 

Hematocrite 

0,247 (N : 0,370-0,470) 

VGM 

74 fl (N : 84-96) 

CCMH 

38% (N: 31-36) 

Plaquettes 

61 x 10 3 /L (N: 150-400 x 10 3 ) 

Vitesse de sedimentation 

90 mm (N<20mm) 

Taux de prothrombine 

65% (N: 75-100%) 

Albuminemie 

34,3 (N: 35 — 50 g/L) 

Protidemie 

59 (N: 60— 80 g/L) 

Glycemie 

5,3 mmol/L (N : 

3,33-6,10 mmol/L) 

Cholesterolemie 

2,6 mmol/L (N : 

3,47-6,45 mmol/L) 

Triglyceridemie 

0,96mmol/L (N : 

0,47-1, 89 mmol/L) 

Bilirubinemie total 

9 p,mol/L (N : 1-12 p,mol/L) 

ASAT 

142 Ul/L (N :5— 45 Ul/L) 

ALAT 

1 24 Ul/L (N :5— 45 Ul/L) 

Phosphatases alcalines 

120 Ul/L (N: 98-279 Ul/L) 

GammaGT 

22 Ul/L (N: 11—50 Ul/L) 

LDH 

966 Ul/L (N: 230-460 Ul/L) 

Calcemie 

2,16mmol/L (N : 

2,1— 2,6 mmol/L) 

Phosphoremie 

1,12mmol/L (N : 

0,80—1 ,61 mmol/L) 

Creatinine 

68 pmol/L (N : 53-97 p.mol/L) 

Uree 

5,20mmol/L (N : 

2,49-7,49 mmol/L) 

Fer serique 

17,25 p.mol/L (N : 

7,16-26,85 pmol/L) 

Ferritinemie 

6 p-g/L (N: 15-150 p.g/L) 

Antigene HbS 

Negatif 

Anticorps anti HVC 

Negatifs 

Anticorps anti-gliadine 

Positifs 

Anticorps anti-endomysium 

Positifs 

Anticorps anti-nucleaires 

Negatifs 

Anticorps anti-muscle lisse 

Negatifs 

Anticorps anti-Mitochondries 

Negatifs 

Anticorps anti-KLMI 

Negatifs 

VGM : volume globulaire moyen ; CCMH : concentration corpus- 

culaire moyenne en hemoglobine ; ASAT : aspartate aminotrans- 

ferase; ALAT: alanine aminotransferase; GammaGT: gamma 

glutamyl transpeptidase ; LDH : 

lactate deshydrogenase. 


A la base des ces donnees cliniques et paracliniques, le 
diagnostic retenu etait d’une cirrhose cryptogenique asso- 
ciee a une MC. 

Un traitement par les inhibiteurs de la pompe a proton 
et un regime sans gluten etaient alors mis en place. Une 
endoscopie de controle realisee un mois plus tard objec- 
tivait la persistance d’une atrophie villositaire malgre la 
normalisation des anticorps specifiques et un regime bien 
suivi. 
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Discussion 

La MC est une enteropathie auto-immune liee a une intole- 
rance au gluten. Le mecanisme de I’atteinte immunologique 
est maintenant bien connu et represente un modele en 
pathologie generale [1], La forme classi'que caracterisee par 
I’association de diarrhee, d’amaigrissement, de douleurs 
abdomlnales avec flatulence, de malabsorption (steator- 
rhee) est trap connue pour insister (20 % des cas). Les formes 
latentes (silencieuses) sont essentiellement des formes 
frustes ou atypiques qui posent un probleme de diagnostic 
[ 2 ]- 

Au moins 20 a 30% des patients atteints de la MC pre- 
sentent des manifestations extra-intestinales [3] ; les lesions 
hepatiques, decrites pour la premiere fois en 1977, sont les 
plus communes [4]. II existe deux types principaux de lesion 
hepatique dans la MC : cryptogenqiue et auto-immune, les 
lesions cryptogenqiues sont les plus frequentes et elles 
sont generalement asymptomatiques. La physiopathologie 
de I’atteinte hepatique dans la MC est mal connue et pro- 
bablement non univoque [5]. 

Le diagnostic de cirrhose, dans notre cas, etait suggere 
devant les signes cliniques et biologiques suivants : la cir- 
culation veineuse collaterale abdominale, I’hepatomegalie, 
la splenomegalie, la dilatation du tronc porte, les varices 
tuberositaires grade I et les anomalies des tests hepatiques. 
Le diagnostique etiologique restait negatif malgre un bilan 
exhaustif (serologies virales, bilan immunologique, pas de 
signes indirects de surcharge hepatique). 

La MC etait retenue devant I’atrophie villositaire 
totale et la positivite des anticorps anti-endomysium et 
anti-gliadine. Cette MC pourrait expliquer la cirrhose. 
Recemment, des cas dissociations de MC et hypertension 
portale non cirrhotiqueont ete rapportes [6—9]. Cependant, 
a notre connaissance, I’association MC cirrhose cryptogen- 
qiue n’a jamais ete decrite dans la litterature. 

En effet, I’atteinte hepatique est frequente au cours de 
la MC. Et elle est essentiellement representee par des ano- 
malies non specifiques des tests biologiques hepatiques (15 a 
61 %). Ces atteintes ont la particularity d’etre generalement 
resolutives apres instauration d’un regime sans gluten. 

Dans de rares cas, elle est associee a des atteintes hepa- 
tiques plus specifiques comme la cirrhose biliaire primitive 
(3 a 7%), cholangite sclerosante primitive (2 a 3%), hepatite 
auto-immune souvent type 1 (3 a 6%), steatose hepatique 
(si malabsorption severe), hepatite virale C (1,2%), hepatite 
granulomateuse, hemochromatose primitive et thromboses 
des vaisseaux hepatiques [5,10]. Lors de ces maladies, 
contrairement aux formes precedentes, il n’y a genera- 
lement pas d’amelioration de la fonction hepatique sous 
regime sans gluten [11]. 

Exceptionnellement I’atteinte hepatique au stade de cir- 
rhose est revelatrice de la MC comme dans notre cas. 


Le mecanisme physiopathologique est inconnu (role de 
la malabsorption et malnutrition chronique, pullulation 
microbienne intestinale, augmentation de la permeabilite 
intestinale, inflammation chronique intestinale). 

Conclusion 

Le depistage de la MC a I’aide d’un dosage serique des anti- 
corps anti-endomysium et/ou anti-gliadine est maintenant 
non seulement recommande devant toute perturbation du 
bilan hepatique restant inexpliquee mais egalement devant 
une cirrhose cryptogenique. II serait interessant de realiser 
des etudes epidemiologiques pour comprendre la nature du 
lien qui relie ces deux entites. 
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Summary Anemia is the most common abnormality of the blood count. A rigorous and hierar- 
chical approach allows understanding of its etiology. The blood smear examination remains 
a milestone of reasoning. Detection of spherocytes is common in anemia with mechanical 
or immunological causes. However, some morphological characteristics of red blood cells can 
orient the diagnosis towards congenital hemolytic anemia. Thus, in the case of our observa- 
tion, visualization of pincered erythrocytes let us suspect a spherocytosis caused by a defect of 
band 3 protein in the erythrocyte membrane. This was confirmed by an increase in erythrocyte 
osmotic fragility. Specialized but less accessible methods bring a definitive diagnosis. The late 
diagnosis of this anomaly is explained by the moderate intensity of hemolysis. Complex entan- 
glement of various etiologies of anemia for seniors is another source of diagnostic difficulty. For 
our patient, a hemorrhagic part linked to an anti-vitamin K overdose and an inflammatory part 
cannot indeed be excluded in the anemia explanation. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Resume L’anemie est la plus frequente des anomalies de I’hemogramme. Line demarche rigou- 
reuse et hierarchisee permet d’apprehender son etiologie. L’examen du frottis sanguin demeure 
une etape capitale de ce raisonnement. La detection de microspherocytes est frequente 
dans les anemies de causes mecanique ou immunologique. Neanmoins, certaines particulari- 
ty morphologiques des hematies peuvent orienter le diagnostic vers les anemies hemolytiques 
congenitales. Ainsi, dans le cas de notre observation, la visualisation d’hematies pincees a 
permis de suspecter une spherocytose causee par un deficit en proteine bande 3 de la mem- 
brane erythrocytaire. Cela a ete confirme par une augmentation de la fragilite osmotique 
erythrocytaire. Des methodes specialisees mais plus difficiles d’acces apportent un diagnostic 


* Publication sur proposition (suite au colloque annuel de la CORATA ayant eu lieu a Lille du 13au 15 juin 2012). 

* Auteur correspondent. 

Adresse e-mail : ac.hochart@ch-armentieres.fr (A.-C. Hochart-Behra). 
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de certitude. Le diagnostic souvent tardif de cette anomalie s’explique par I’intensite moderee 
de I’hemolyse. L’intrication complexe des differentes etiologies d’anemie pour les plus ages est 
une autre source de difficult^ diagnostique. Pour notre patient, une part hemorragique liee a 
un surdosage en anti-vitamines K et une part inflammatoire ne peuvent en effet etre exclues. 
© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Introduction 

Des lors qu’une anemie est constatee, la determination de 
son etiologie est cruciale. Si de nombreuses causes sont 
faciles a identifier, dans un certain nombre de situations 
ou les mecanismes sont intriques, comme c’est souvent 
le cas chez les personnes agees de plus de 75ans, aucun 
diagnostic precis ne peut etre pose. L’examen du frottis 
sanguin par le biologiste peut amener des elements impor- 
tants dans la demarche diagnostique, d’autant plus s’il est 
oriente par un dialogue clinico-biologique. Nous rapportons 
ici I’observation d’un patient chez qui une anemie hemo- 
lytique, en rapport avec une anomalie de la membrane du 
globule rouge — le deficit en proteine « bande 3» — a ainsi 
ete decouverte. La lecture attentive du frottis a permis 
d’orienter le diagnostic vers une spherocytose hereditaire. 

Observation 

Monsieur T., 82ans, est hospitalise pour decompensation 
cardiorespiratoire due a une surinfection de bronchopneu- 
mopathie chronique obstructive (BPCO). Ses antecedents 
personnels comptent asthme, BPCO, insuffisance surrena- 
lienne chronique, cardiopathie ischemique, protheses de 
hanches bilaterales, abces cerebraux, hernie inguinale et 
hiatale. II est traite depuis cinq mois par un anti-vitamine 
K (AVK) (fluindione). L’hemogramme revele une anemie 
moderee (Hb: 11,4 g/dL), normocytaire (VGM: 88 fL), nor- 
mochrome (CCMH a 32,6%), a la limite de la regeneration 
(reticulocytes: 114G/L, valeurs de references [VR] pour un 
homme de plus de 50ans: 32— 104G/L, VR de la limite de 
regeneration: plus de 120G/L [1]). Dans le cadre de cette 
observation, il est recherche la/les etiologies de cette ane- 
mie selon la demarche presentee sur la Fig. 1. L’anemie 
est sans doute ici multifactorielle. Si la presence d’un syn- 
drome myelodysplasique, suspecte devant la thrombopenie 
(123 G/L, VR: 150—450) et I’hypogranulation des poly- 
nucleaires neutrophiles, est finalement ecartee (absence 
d’anomalies sur le myelogramme), I’anemie peut etre liee : 

• au syndrome inflammatoire biologique mis en evidence 
dans un contexte infectieux (al et a2globulines = 10,1 et 
13,5%, VR: 2,9— 4,9 et 7,1-11,8; CRP = 248mg/L, VR: 
0 - 2 ); 

• a une hemorragiecausee par un surdosage modere en 
AVK (INR = 4, 5 et 5au moment de I’hospitalisation) malgre 
I’absence de saignement exteriorise ; 

• a une hemolyse. En effet, vu le caractere faiblement rege- 
nerate de I’anemie, les LDH seriques elevees (247UI/L, 
VR: 100—190), la valeur normale d’haptoglobine malgre 
la presence d’un syndrome inflammatoire (2,09 g/L, VR: 
0,3—2), les causes d’hemolyse sont recherchees : 


o le test de Coombs negatif elimine une cause immuno- 
logique, 

o I’absence de schizocytes au frottis ecarte une hemolyse 
mecanique, 

o sont observes au frottis de rares microsphero- 
cytes et des globules rouges qui presentent un 
« bourgeonnement» avec etranglement a un pole de la 
cellule en forme de champignon (Fig. 2). 

La decouverte fortuite a I’examen du frottis sanguin 
de telles anomalies morphologiques des globules rouges 
evoque une forme particuliere de maladie de la membrane 
erythrocytaire: la spherocytose hereditaire par deficit en 
proteine bande 3. Ce diagnostic est etaye par un test de 
resistance osmotique aux solutions hypotoniques mettant en 
evidence une petite augmentation de la fragilite globulaire 
osmotique (debut d’hemolyse: 6,0g/L NaCl, VR 4,0— 5,0). 
Pour confirmer le diagnostic, des techniques specialises 
existent : ektacytometrie et electrophorese des proteines 
du cytosquelette de membrane erythrocytaire. II est decide 
de ne pas pousser plus avant les investigations, le seul traite- 
ment etant la splenectomie, inutile dans ce cas ou I’anemie 
est bien toleree sur le plan clinique. Toutefois, une enquete 
familiale est proposee aux enfants et petits-enfants a la 
recherche de ce deficit. 

Discussion 

L’anemie du sujet age de plus de 75ans est frequente 
et sa correction est souvent synonyme d’une amelioration 
substantielle de qualite de vie. Les mecanismes physio- 
pathologiques sont les memes que chez les patients plus 
jeunes mais leur identification est souvent plus complexe, 
car I’anemie est souvent multifactorielle [2]. II convient 
alors de realiser un bilan etiologique exhaustif en envisa- 
geant d’emblee toutes les causes possibles selon un arbre 
decisionnel methodique (Fig. 1). Pour Monsieur T., une des 
causes de son anemie s’avere etre liee a une hemolyse 
intravasculaire. Les anemies hemolytiques ont une origine 
extracorpusculaire ou corpusculaire. Dans ce dernier cas, 
les anomalies des hematies sont soit acquises (hemoglo- 
binurie paroxystique nocturne, hemolyse mecanique liee 
a la presence de valves cardiaques prothetiques, a une 
microangiopathie thrombotique ou a des brulures eten- 
dues par exemple), soit constitutionnelles. Les atteintes des 
hematies peuvent alors toucher les enzymes, I’hemoglobine 
ou la membrane. Dans ce contexte et pour un certain 
nombre de cas, le simple examen de la morphologie ery- 
throcytaire au frottis peut orienter le diagnostic [3]. Par 
exemple, hematies cibles et/ou falciformes sont observees 
lors de I’atteinte d’enzymes erythrocytaires. Une altera- 
tion de la forme des globules rouges est aussi decelable au 
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Eliminer les causes de fausses anemies par hemodilution : 

- femme enceinte a partir de 3 - 4 mois 

- splenomegalie 

- les grandes hvperprotidemies (essentiellement gammapathies 
monodonales) 

- insuffisance cardiaque 


VGM < 80 fL 
anemie microcytaire 




VGM = 80- 100 fL 
anemie normocytaire 


VGM> 100 fL 
anemie macrocytaire 


CCMH diminuee 

- carence en fer 

- maladies 
inflammatoires 
chroniques 


CCMH normale 

anomalie de l’hemoglobine : 

- thalassemie 

- hemoglobinose E-C-D 




reticulocjles < 150 G/l 
anemie aregenerative 

- maladie 
inflammatoire 

- insuffisance renale 

- insuffisance 
endocrine 

- insuffisance 
hepatique 


reticulocytes >150 G/L 
anemie regenerative 

- hemorragique 

- hemolytique : 

immunologique 
parasitaire 
(paludisme) 
infectieux 
toxique 
genetique : 
membrane 
hemoglobine 
enzyme 


anomalies quantitatives et/ou qualitatives 
des leucocytes et des plaquettes 

- aplasie medullaire 

- syndrome myelodysplasique 

- moelle envahie 


reticulocytes <150 G/L 
anemie aregenerative 


- alcoolisme chronique, 
insuffisance hepatique 

- hypothyroidie 

- carence en vitamine B12 
ou en acide folique 

- Medicaments 
(chimiotherapies, 
antiretroviraux, 
antifoliques) 

- moelles envahies, aplasie 
medullaire 

- syndromes 
myelodysplasiques 

- malnutrition importante 


Figure 1 Demarche diagnostique hierarchisee pour la recherche de I’etiologie d’une anemie. VGM: volume globulaire moyen; 
CCMH : concentration corpusculaire moyenne en hemoglobine. 


frottis lors des atteintes proteiques de la membrane ery- 
throcytaire: elliptocytoses, stomatocytoses, spherocytoses 
hereditaires. . . Bien que les principals mutations gene- 
tiques responsables de spherocytoses hereditaires soient 
heterogenes, la consequence commune est une destabili- 
sation de la bicouche phospholipidique due a I’alteration 


du lien entre le cytosquelette et les proteines de structure 
membranaires. Des vesicules sans cytosquelette sont alors 
liberees et des spherocytes, de circonference reduite et 
peu deformables, apparaissent (Fig. 2). Ils ont un diametre 
reduit et une epaisseur accrue par rapport aux autres hema- 
ties et ne possedent pas de zone claire centrale [3]. Ils sont 



Figure 2 Images du frottis sanguin de Monsieur T. (coloration deMay-Grunwald-Giemsa). Des spherocytes (cercles) et des hematies 
pincees/en forme de « champignons* (flechees) sont visualises et orientent le diagnostic vers un deficit en proteine bande 3de la 
membrane erythrocytaire. 
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Figure 3 Schema simplifie de la membrane erythrocytaire. 
Ank: ankyrine; GPA: glycophorine A; GPC/D: glycophorine 
C/D ; Bande 3 : proteine bande 3 ; 4.1 : proteine 4.1 ; 4.2 : pro- 
teine 4.2 ; a : chaTne a de spectrine ; (3 : chaine (3 de spectrine. 

D’apres Perotta et al., [4]. 

detruits par la rate, ce qui est principalement responsable 
de I’hemolyse chronique [4]. Desdefautsde l’ankyrineet/ou 
de la spectrine, de la proteine bande 3, de la proteine 4.2 et 
du complexe Rhesus sont responsables de ces phenomenes 
(Fig. 3). Dans un tiers des cas de spherocytoses hereditaires, 
comme dans le cas de notre observation, c’est la proteine 
bande 3, codee par le gene SLC4A1, qui est deficiente [4] et 
des hematies «pincees» (en forme de « champignon ») sont 
decelables. 

La severite des symptomes occasionnes par une spherocy- 
tose est variable. Elle influencera I’attitude therapeutique. 
Pour ce qui est du type de spherocytose etabli chez Mon- 
sieur T., I’atteinte est le plus souvent moderee [4], avec une 
compensation de I’hemolyse et une hemoglobine a plus de 
80g/L. Cela explique le diagnostic tres tardif de I’anomalie 
pour notre patient. Des circonstances particulieres peuvent 
aggraver toutefois I’hemolyse (grossesse, splenomegalie liee 
a une infection par I’Epstein-Barr virus par exemple. ..) et 
sont parfois revelatrices de la maladie. Si la splenectomie 
est recommandee dans les formes severes ou moderement 
severes de spherocytose, ses indications sont plus discu- 
tees pour des formes peu symptomatiques. En effet, les 
complications d’une splenectomie sont a prendre en compte 
a court terme (infections, hemorragies, pancreatite) et a 
long terme avec d’eventuels evenements thrombotiques, 
consequences d’un taux d’hemoglobine s’elevant au-dela de 
la norme [4]. 

Quant au diagnostic biologique de spherocytose, comme 
nous I’avons presente ci-dessus, il repose en premier lieu 


sur des examens accessibles et simples de mise en oeuvre, 
comprenant en particulier le decompte des reticulocytes, 
I’examen de la morphologie erythrocytaire au frottis sanguin 
et la mesure de fragilite des hematies aux solutions hypoto- 
niques. Cette derniere peut rester normale [5] et ne doit pas 
dissuader de poursuivre les investigations avec des tests plus 
specialises comme I’ektacytometrie et I’electrophorese des 
proteines du cytosquelette de membrane erythrocytaire qui 
apportent le diagnostic de certitude. Des tests de mesure 
de fluorescence par cytometrie de flux apres marquage par 
I’EMA (eosine 5'-maleimide) sont aussi contributifs. L’EMA se 
fixe sur la proteine bande 3 des hematies et la fluorescence 
est done constamment diminuee en cas de spherocytose 
hereditaire [5]. II est a noter que les microspherocytes ne 
sont pas pathognomoniques de la spherocytose hereditaire. 
Ainsi, dans le cadre d’anemies hemolytiques auto-immunes 
avec test de Coombs positif, une spherisation de I’ensemble 
des hematies peut etre observee. Dans les anemies hemo- 
lytiques mecaniques, une partie des schizocytes peut se 
spheriser, formant des microspherocytes. Mais les sphero- 
cytes peuvent aussi etre retrouves dans la pyropoikilocytose 
hereditaire, en cas d’absence d’antigene Rh, d’hemolyses 
toxiques ou infectieuses et de deficit en pyruvate kinase 
(plus rarement en glucose-6-phosphate deshydrogenase) 
[3]- 
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Summary After a presentation of the tacrolimus structure, this paper points out the interfe- 
ring molecules. Then, optimal preanalytical conditions are defined and immunoassay technics 
reviewed. 

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 


Resume L’article presente la structure du tacrolimus en signalant les molecules susceptibles 
MOTS CLES d’interferences dans les dosages. Les conditions pre-analytiques optimales sont precisees ainsi 

Tacrolimus ; que les differentes techniques d’immunodosage. 

Immunodosage du © 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves, 

tacrolimus ; 

Pre-analytique 


Le tacrolimus [1] est un macrolide de la famille des lac- 
tones isole d’une bacterie Streptomyces tsukubaensis, doue 
de proprietes immunosuppressives ; on retrouve dans tacro- 
limus le T de son origine, le CRO de sa classe antibiotique et 
enfin ses proprietes immunosuppressives dans sa terminai- 
son. 

Son nom chimique est le oxaazacyclotricosine-1, 7, 
20,21(4heures, 23 heuresj-tetrone, monohydrate, connu 
sous les synonymes FK- 506, Fujimycine. Sa formule brute: 
C44H69N012. 

La Fig. 1 donne sa formule developpee. 

Sa masse moleculaire est de 822daltons. 


Adresse e-mail : philippe.corteel@numericable.fr 


C’est une molecule qui absorbe peu dans I’ultraviolet et 
qui n’est pas fluorescente. 

Elle est tres faiblement soluble dans I’eau, soluble dans 
les lipides, le methanol, le chloroforme, T acetate d’ethyle, 
Tether et T acetone. 

Sa demi-vie est variable : elle est de 11,3 heures. 

Elle est douee de proprietes immunosuppressives qui la 
fait utiliser en transplantations d’organes pour la preven- 
tion du rejet des allogreffes (foie, rein, coeur, intestin grele, 
pancreas, poumon, trachee, peau, cornee, moelle osseuse 
et membre) et en dermatologie. 

Tout comme pour la ciclosporine, I’activite immuno- 
suppressive [2] du tacrolimus est due a I’inhibition de la 
calcineurine, proteine du cytosol des lymphocytes T ; la cal- 
cineurine ne peut pas dephosphoryler le nuclear factor of 


0923-2532/$ - see front matter © 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 
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12-hydroxy- 



31-O-demethyl- 


Figure 1 Formule developpee du oxaazacyclotricosine-1 , 7, 20,21 (quatre heures, 23 heures)-tetrone, monohydrate (tacrolimus, 
FK-506, Fujimycine). 


activated T cells (NFAT) ; la consequence est I’inhibition de 
la synthese de I’lnterleukine 2 (IL-2) et par consequent de 
la proliferation des lymphocytes T. Mais le tacrolimus est 
lOOfois plus puissant que la Ciclosporine. 

Son utilisation a considerablement ameliore le succes des 
transplantations. Toutefois, la zone therapeutique est voi- 
sine de la zone toxique ; cette molecule ralentit la filtration 
glomerulaire et induit une hypertension, est a I’origine de 
diabetes et de neuropathies ; on a une marge de manoeuvre 
limitee pour avoir une action efficace sans induire d’effets 
toxiques. 

Formes moleculaires proches de [’analyse 

Le tacrolimus [3] est intensement metabolise au niveau 
hepatique et au niveau de la paroi intestinale par les cyto- 
chromes P 450 3A4et 3A5 ; la molecule est principalement 
O-demethylee ou hydroxylee. Sur la Fig. 1, les fleches 
indiquent les sites de metabolisation. 

On a identifie une quinzaine de metabolites avec des 
proprietes differentes ; le Tableau 1 en donne la liste. 

Le tacrolimus est surtout concentre dans les hema- 
ties avec des variations importantes du rapport sang 
total/plasma; dans le plasma, le tacrolimus est liee a une 
proteine le FKBP-12. 

Cette sequestration intra erythrocytaire est due a la 
richesse en immunophilines. 

En plus des variations de sensibilite entre les diffe- 
rents transplants, il y a des variations intra individuelles 
importantes ce qui oblige a un suivi therapeutique phar- 
macologique (STP) base sur la mesure de la concentration 
sanguine de tacrolimus [3]. 

Donnees immuno-analytique utiles 
Pre-analytique 

Le moment de la mesure de la concentration sanguine fait 
encore I’objet de discussion [4] ; la mesure de I’aire sous 
la courbe (AUC des Anglo-Saxons) donne les meilleurs ren- 
seignements mais la multiplication des prelevements et des 


dosages est un obstacle pour la pratique quotidienne. Le 
prelevement au point le plus bas, c’est-a-dire Co (juste 
avant la nouvelle prise de medicaments) ne fait plus 
I’unanimite; on a propose des dosages aux temps trois 
heures, quatre heures, une heure ou huit heures; la 
strategic de la determination des concentrations C3, C4, 
C8semble le mieux se correler a un resultat clinique favo- 
rable. 

Le tacrolimus est souvent associe a d’autres drogues 
immunosuppressives, ce qui a comme avantage de reduire 
les doses quotidiennes, mais en revanche de se trouver a 
des taux sanguins bas, done avec I’obligation d’utiliser des 
dosages avec des limites de quantification basses; avec les 
nouvelles strategies de STP la technique doit repondre a une 
limite de quantification de 1 ng/mL. 

La liposolubilite du tacrolimus fait que le produit est lar- 
gement distribue dans I’organisme. Au niveau sanguin, la 
molecule est sequestree dans les erythrocytes, si bien que 
les dosages se pratiquent sur sang total. 

Le prelevement se fait obligatoirement sur EDTA, avec 
des tubes en verre sans separateur. 

Les echantillons sont stables : 

• au moins quatre jours a temperature ambiante ; 

• sept jours entre +2 et +4 °C ; 

• six mois a -20 °C ; les cycles de congelation et de decon- 
gelation sont deconseilles. 

D’ordinaire, on transporte les tubes en glaciere. 

Les etudes sur prelevements surcharges en triglycerides 
(8g/L), en bilirubine (400mg/L), en acide urique (200mg/L) 
montrent une bonne recuperation. 

Donnees specifiques de 1’immunodosage 

Les immunodosages sont encore les plus utilises ; toutefois, 
la presence de plus en plus frequente de la LC/MS/MS dans 
les laboratoires permet une utilisation courante de cette 
technique aux depens de I’immuno-analyse. 

Les techniques immunologiques [5] utilisent toujours 
une reaction antigene-anticorps (I’antigene etant id le 
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Tableau 1 Le tacrolimus, ses metabolites et leurs proprietes respectives. 


Tacrolimus et metabolites 

Activite 

pharmacologique : IC50 

% de reactivite 
croisee avec le FK 506 

Liaison avec le 
FKBP12 

Tacrolimus (FK506) 

0,11 

100 

100 

13-o-demethyltacrolimus (Ml) 

1,71 

0 

9,6 

31-o-demethyltacrolimus (M2) 

0,11 

109 

14,2 

15-o-demethyltacrolimus (M3) 


90,5 

116 

12-hydroxytacrolimus (M4) 

3,13 

8,8 

1,6 

1 5,31 -o-didemethyltacrolimus (M5) 


92,2 

20,5 

13,31-didemethyltacrolimus (M6) 

8,78 

0 

1,3 

13,15-didemethyltacrolimus (M7) 


0 

2,3 

(M8) 

15,27 

0 

NA 


tacrolimus); le signal determine les differentes techniques 
commerciales : 

• MEIA: Microparticle Enzyme Immuno Assay; 

• CMIA: Chemiluminescence Microparticle Immuno Assay; 

• EMIT : Enzyme Multiplied Immuno Assay; 

• ACMIA: Antibody Conjugated Magnetic Immuno Assay; 

• CEDIA: Cloned Enzyme Donor Immuno Assay. 

Toutes ces techniques, a I’exception de I’ACMIA, neces- 
sitent une pre-extraction manuelle avec une precipitation 
avant de pouvoir rentrer dans la chaine analytique [5]. 

Les calibrants permettent d’etablir une courbe en cinq 
ou six points : de 0 a 30 ng/mL. 

Ce sont des echantillons de sang humain avec des 
ajouts d’une solution de tacrolimus preparee a partir d’une 
poudre de tacrolimus de purete superieure ou egale a 98%. 
Les conserver, les utiliser suivant les recommandations du 
fabricant. Apres decongelation, ne jamais les recongeler. 
Toujours les manipuler selon les regies «OSHA Standard on 
Bloodborne Pathogens* [6]. 

Avec les nouveaux protocoles de STP, la technique doit 
repondre a une limite de quantification de I’ordre du nano- 
gramme par millilitre. 

Les anticorps sont des anticorps monoclonaux et croisent 
avec les metabolites, ces dosages introduisent un biais dont 
il faut avoir connaissance pour le prendre en compte dans 
le suivi therapeutique [6]. 

En plus, la presence d’anticorps heterophiles a une inci- 
dence sur le resultat en particulier avec la technique ACMIA 
due au fait d’un pretraitement automatise qui n’elimine 
pas ces anticorps, alors que la precipitation manuelle suivie 
d’une centrifugation les elimine [7]. 

Mais d’autres pieges peuvent avoir une influence sur le 
resultat : 

• la valeur de I’hematocrite ; 

• la concentration d’albumine de I’echantillon. Cela est vrai 
pour la technique MEIA. 

La firme commerciale doit fournir les resultats de 
^interference possible avec les substances pharmaceutiques 
de la liste du document EPA7-A2du CLSI [8]. 


cv%- 



Figure 2 Comparaison des CV des techniques les plus usites, 
sur des echantillons de patients ou d’echantillons enrichis en 
tacrolimus. 


On voit sur la Fig. 2 la comparaison des CV des tech- 
niques les plus usites, sur des echantillons de patients ou 
d’echantillons enrichis en tacrolimus. 

La CMIA donne des CV voisins de la LC/MS tant pour les 
patients que pour les echantillons avec ajouts. 

Le STP d’un patient oblige a un suivi avec toujours la 
meme technique. 

II est indispensable pour le laboratoire qui pratique ce 
dosage d’adherer a un programme de qualite ; en France sur 


Tableau 2 Liste des techniques les plus usitees par les 
54 laboratoires adherant au programme de controle de qua- 
lite mis au point par UK-NEQAS (United Kingdom National 
External Quality Assessment Service). 


Techniques Nombre de laboratoires 


LC/MS 

20 

CMIA 

14 

ACMIA 

14 

EMIT 2000 

5 

CEDIA 

1 
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les 54laboratoires participant a celui organise par le UK- 
NEQAS [9], on a la repartition qui figure dans le Tableau 2. 

En conclusion : la technique de dosage doit avoir une 
limite de quantification voisine de 1 ng/mL, avoir une bonne 
correlation avec les dosages en LC/MS, ne pas croiser avec 
les anticorps heterophiles pour etre un outil performant. 

Declaration d’interets 

L’auteur declare ne pas avoir de conflits d’interets en rela- 
tion avec cet article. 
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Summary This paper points out biopathological data and clinical interest of dihydrotestos- 
terone. The most commonly immunoassays used to perform both steroid hormones and their 
precursor assays present lack of precision especially at lower concentrations because of the 
presence of interfering substances. The same problems exist for dihydrotestosterone quantifi- 
cation. The authors present the best way to optimize the analytical performance of the DHT 
assay. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 


Resume Cet article expose les principales donnees biopathologiques de la dihydrotestosterone 
(DHT) ainsi que les indications de dosage. La plupart des immunodosages destines aux hormones 
steroidiennes ainsi que leurs precurseurs presente une precision mediocre a basse concentration 
a cause principalement des reactions croisees ; ce sera le cas de la DHT. L’article fait le point 
sur les moyens d’ameliorer les performances analytiques. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Introduction 

La 5alpha-dihydrotestosterone (5alpha-DHT) est I’hormone 
qui presente la plus grande activite androgenique (envi- 
ron trois fois superieure a celle de la testosterone). Son 
dosage est indique au cours de I’exploration de I’hirsutisme 
chez la femme, de I’hypogonadisme chez I’homme, et des 


* Auteur correspondant. 

Adresse e-mail : doggui.radhouene@gmail.com (R. Doggui). 


deficits en 5alpha-reductase. La testosterone (T) est le 
cross-reactant le plus notable au cours d’un immunodosage. 
Une quantification directe ne permet pas d’apprecier les 
vraies valeurs surtout a basse concentration ; une extraction 
et une purification prealables sont imperatives. 

Donnees structurales 

La 5alpha-DHT est de masse moleculaire equivaut a 290 Da. 
Sa nomenclature selon ^International Union of Pure and 


0923-2532/$ - see front matter © 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 
http://dx.doi.Org/10.1016/j.immbio.2012.12.006 
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Figure 1 Structure de la dihydrotestosterone. 

Applied Chemistry (IUPAC) est la suivante: 5a-androstan- 
17p-ol-3-one. Sa structure est schematisee sur la Fig. 1. 

Donnees metaboliques 

La 5alpha-DHT est une hormone androgene non aromati- 
sable. Elle provient de la conversion peripherique de la 
testosterone sous Faction de la 5alpha-reductase surtout 
au niveau du foie. Cette enzyme microsomale NADPH- 
dependante est localisee au niveau du foie, des follicules 
pileux, de la peau et des organes genitaux externes. II existe 
deux isoenzymes de la 5alpha-reductase 1 et 2, codees res- 
pectivement par SRD5A1 et SRD5A2 [1], Les deux isoenzymes 
de la 5alpha-reductase catalysent la reduction de la testo- 
sterone en 5alpha-DHT. Le finasteride inhibe I’activite de 
I’isoenzyme 2et le Dutasteride® inhibe I’activite des isoen- 
zymes 1 et 2. Ces deux medicaments sont utilises dans le 
traitement de I’hyperplasie de la prostate. 

Les deux enzymes presentent 60% d’homologies, mais 
different pour certaines caracteristiques physicochimiques 
d’activite a savoir le pH [2]. 

La testosterone traverse par simple diffusion la mem- 
brane cellulaire de la cellule cible ou elle sera convertie 
en 5alpha-DHT. Cette derniere se lie au recepteur nucleaire 
androgen receptor (AR) [3]. L’ensemble hormone-recepteur 
se lie a une troisieme molecule heat shock protein (HSP) afin 
d’amener ce complexe ternaire au site d’action nucleaire 
[3]. La fixation a I’AR peut etre inhibee par I’acetate du 
cyproterone, qui est un progestatif anti-androgenique agis- 
sant comme un inhibiteur competitif. A forte dose, ce 
compose inhibe la secretion de I’ACTH. La 5alpha-DHT et la 
testosterone sont toutes les deux des ligands de I’AR. C’est 
I’existence ou I’absence de la 5alpha-reductase au niveau du 
tissu cible qui orientera Faction hormonale par Futilisation 
de la 5alpha-DHT ou la testosterone. 

Une tres faible proportion de la 5alpha-DHT existe a 
Fetat libre au niveau de la circulation sanguine (1—2%) [4]. 
Le transport plasmatique de la 5alpha-DHT est assure pour 
Fessentiel par la sex hormone binding protein (SHBP) [5]. 

La 3alpha-androstanediol est le principal metabolite de 
la 5alpha-DHT, Finterconversion entre ces deux hormones 
est possible. 

NB : il existe une deuxieme forme de la DHT issue de la 
testosterone : la 5beta-DHT. II s’agit d’un metabolite produit 
strictement au niveau hepatique, inactif et dont la forma- 
tion est catalysee par la 5beta-reductase. 

Le catabolisme de la 5alpha-DHT implique une premiere 
etape de reduction par la 3alpha-hydroxysteroi'de deshy- 
drogenase qui aboutit a la formation du 5a-androstane-3a, 


17p-diol. Ce steroi'de va subir une reaction d’oxydation avec 
la 17beta-hydroxysteroYde deshydrogenase la convertissant 
en androsterone qui peut etre soit glucuro- ou sulfoconju- 
guee au niveau du foie. Ces reactions tentent d’augmenter 
la solubilite du metabolite pour faciliter son elimination uri- 
naire. 

Les effets biologiques les plus remarquables de la 5alpha- 
DHT sont: 

• regulation de la secretion de la LH via Fattenuation de la 
frequence des pulses de la GnRH ; 

• la 5alpha-DHT est reputee stimuler la croissance via 
Faugmentation locale au niveau du tissu cible de l ’insulin 
growth factor- 1 (IGF-1) [6]; 

• la 5alpha-DHT est responsable de la differenciation des 
organes genitaux externes et du developpement des 
glandes genitales accessoires; la prostate (a partir du 
sinus urogenital) et les vesicules seminales. 

Valeurs usuelles 

Les valeurs usuelles de la DHT sont indiquees dans le 
Tableau 1 [7—10]. Le facteur de conversion du ng/dl vers 
la pmol/l est de 34,4. 

Variations physiopathologiques et indications 
de dosage 

Au cours de Fatresie folliculaire, il y a une baisse de 
Faromatisation et done une baisse de la conversion de 
la testosterone vers Foestradiol. Une accumulation de la 
5alpha-DHT et la testosterone est observee [11]. 

Lors d’un syndrome d’insensibilite partielle aux andro- 
genes par deficit en la 5alpha-reductase ; la 5alpha-DHT se 
retrouve a des concentrations abaissees. La concentration 
de la LH est situee a la borne superieure de Fintervalle de 
reference, alors que la testosterone et la FSH sont normales. 
Le rapport testosterone/5alpha-DHT de base est voisin de 
lOchez les sujets normaux. Chez les patients atteints d’un 
deficit en 5alpha-reductase, il peut etre compris entre 40 et 
100 apres stimulation parl’hCG (hormone chorionique gona- 
dotrophique). La determination de ce rapport est Fun des 
criteres de diagnostic de ce syndrome [12]. 

Par ailleurs, la determination de la 5alpha-DHT (couplee 
a celle de la testosterone et de Fandrostenedione) peut etre 
utile pour Fexploration de la cryptorchidie chez Fenfant. 
L’ exploration necessite Futilisation d’un test de stimulation 
par la (3HCG. Durant le premier jour de Fexploration, un 
prelevement sanguin est effectue entre huit et neuf heures 
pour la determination des taux de base. Un second prele- 
vement est opere au bout de 72 heures apres injection de 
la hCG. Une basse 5alpha-DHT serique est observee contre 
une elevation legere de la testosterone et des gonadotro- 
phines en cas de diagnostic de la cryptorchidie. Un rapport 
testosterone/5alpha-DHT superieur a 27 apres la stimulation 
par la hCG, plaide en faveur d’un deficit en 5alpha-reductase 
[7]- 

L’epuration plasmatique des androgenes et notam- 
ment de la testosterone et la 5alpha-DHT diminue. Par 
consequent, des valeurs elevees de la 5alpha-DHT et de 


Tableau 1 Valeurs usuelles de la 5alpha-dihydrotestosterone plasmatique selon I’age, le sexe et/ou la situation physiopathologique. 



Sexe masculin (pmol/l) 

Sexe feminin (pmol/l) 

Technique de dosage 

Reference 

Age 

A la naissance 

1 ere semaine 

1-60 jours 

Avant la puberte (a partir du 7 e mois) 
Adulte 

172-2064 

Abaissement rapide 

413-2924 

<103 

1032-2924 

158-757 


[7] 

1-6 mois apres la naissance 

412-2942 

<172 

Purification par CLHP suivie d’une 

[8] 

Avant la puberte 

Entre le II et III stade de puberte 

Entre le IV et V stade de puberte 

<172 

103,2-1135,2 

756,8-2580,0 

<172 

172,0-653,6 

103,2-1032,0 

quantification par RIA 


Situation physiologique 

Adulte 

1650-2070 

- 

GC-MS 

[9,10] 

Avant la menopause 

Apres la menopause 


200-1500 

100-800 




RIA : radio-immunoanalyse ; CLHP : chromatographie Liquide Haute Performance ; GC-MS : chromatographie en phase gazeuse couplee a la spectrometrie de masse. 
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la testosterone peuvent etre retrouvees chez les sujets 
atteints de thyrotoxicose [13]. 

Le dosage de la DHT pour le monitoring des therapies 
a base de finasteride n’est pas preconise chez les femmes 

[14] . 

La 5alpha-DHT n’est pas un bon marqueur de la produc- 
tion peripherique des androgenes car elle est rapidement 
metabolisee et elle presente une forte affinite a la proteine 
vectrice. Son metabolite, la 3alpha-androstanediol est un 
bien meilleur marqueur [4]. 

NB il est souhaitable que le laboratoire ait connaissance 
des patients places sous un traitement inhibiteur de la 
5alpha-reductase. 

Phase preanalytique 

Les anticorps utilises pour le dosage de la 5alpha-DHT pre- 
sentent des taux de reactions croisees pouvant atteindre 
23% avec la testosterone. II est indispensable d’eliminer la 
testosterone avant de proceder a un dosage. L’extraction 
de la 5alpha-DHT est effectuee par Tether di-ethylique 
le plus souvent. Or, ce solvant organique ne permet pas 
de separer la 5alpha-DHT et la T ; il est done plus judi- 
cieux de neutraliser cette derniere en amont de I’extraction 
(liquide-liquide) a I’aide de permanganate de potassium ; ce 
compose oxyde la double liaison C 4 — C 5 dans la testosterone. 

[15] . La purification est realisee sur colonne Celite [16]. Il 
est indispensable de valider le precede d’extraction et de 
purification (par la mesure du taux de recouvrement) par 
I’utilisation d’un traceur ou d’une solution-mere de concen- 
tration connue avant toute application pour le diagnostic 
ou la recherche. La 5alpha-DHT est stable trois jours a 4°C 
et plusieurs mois a — 20 °C [10]. Il est recommande d’eviter 
les tubes contenant un gel separateur lors du prelevement 
[10]. 

Techniques d’immunoanalyse 

Parmi les techniques d’immunoanalyse la methode radio- 
immunologique est la plus utilisee pour le dosage de la 
5alpha-DHT. Le traceur couramment employe au cours 
du dosage competitif est la 3 H-DHT. Les anticorps utili- 
ses sont diriges contre la DHT couple a la BSA via un 
bras (lalpha-carboxy-methyl) relie a I’hormone en posi- 
tion 1 [17]. Toutefois, d’autres anticorps peuvent etre 
employes et qui sont diriges contre les formes sui- 
vant: la 5alpha-DHT-6-(0-carboxy-methyl) oxime-BSA et la 
5alpha-DHT-7-(0-carboxy-methyl) oxime-BSA. La meilleure 
specificite est obtenue avec les anticorps diriges contre la 
5alpha-DHT-7-(0-carboxy-methyl) oxime [18]. Ces anticorps 
ne presentent pas la specificite requise pour s’affranchir 
de la reaction croisee, surtout vis-a-vis de la testoste- 
rone qui ne differe que par la presence d’une double 
liaison entre le carbone 4et 5. Il est deconseille de 
realiser des dosages sans extraction et purification prea- 
mble [19]. La comparaison de la RIA (dosage direct) avec 
la LC-MS a revelee des discordances surtout au niveau 
des basses concentrations [20], Ces differences sont atte- 
nuees par I’utilisation d’une purification sur colonne Celite 
[20]. 
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Summary Beside structural and physiological ADAMTS 1 3 data, this paper points out the main 
features of ADAMTS 13 assays and their interest in several clinical situations. 

© 201 3 Published by Elsevier Masson SAS. 


Resume Apres un rappel sur la structure et la synthese de PADAMTS13, cet article 
decrit les caracteristiques principales des differentes techniques existantes pour explorer 
TADAMTS13ainsi que leur interet dans differentes situations cliniques. 

© 2013 Publie par Elsevier Masson SAS. 


Physiologie de I’ADAMTS 1 3 
Structure et fonction de I’ADAMTS 13 

* Auteurs correspondants. L’ADAMTS13est le 13 e element de la famille des 

Adresses e-mail : yohann.jourdy@chu-lyon.fr (Y. Jourdy), metalloproteases A Disintegrin A Metalloprotease with 

sandra.le-quellec@chu-lyon.fr (S. Le Quellec). ThromboSpondine type 1 repeats (ADAMTS). C’est une glyco- 
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Figure 1 Domaines structuraux et fonctionnels de l’ADAMTS13. L’ADAMTS13est une glycoproteine monocatenaire composee de 
la succession des domaines structuraux suivants: un peptide signal (PS), un propeptide (PP), un domaine metalloprotease, un 
domaine desintegrine, un premier domaine thrombospondine de typel (TSP), un domaine riche en cysteine, un domaine spacer, 
une succession de sept domaines de type TSP-1 et deux domaines CUB. La partie N-terminale d’ADAMTS13 (allant du domaine 
metalloprotease jusqu’au domaine spacer inclus) est indispensable au clivage du facteur von Willebrand (vWF) in vitro et in vivo. 
La partie C-terminale n’est pas indispensable a ce clivage in vitro mais elle I’est probablement in vivo puisqu’elle est indispensable 
a la liaison d’ADAMTS13au vWF, d’une part, et a son recepteur endothelial, le CD36, d’autre part [1], 


proteine monocatenaire de 190kDA dont 45kDA de charnes 
glycosylees. La proteine mature est constitute d’un 
domaine metalloprotease, de huit domaines thrombospon- 
dine de typel (TSP-1), d’un domaine riche en cysteines, 
d’un domaine de type ADAMTS spacer, et de deux domaines 
CUB (Fig. 1). 

L’ ADAMTS 1 3 regule I’activite du facteur von Willebrand 
(vWF) en reduisant la taille de ses multimeres par clivage 
proteolytique. Le clivage a lieu au niveau du pont peptidique 
Tyrl 605-Metl 606 situe dans le domaine A2 du vWF. Grace au 
clivage du vWF par l’ADAMTS13, les multimeres de vWF de 
tres haut poids moleculaires (MHPM) tres adhesifs vis-a-vis 
des plaquettes sont absents, et la formation du clou pla- 
quettaire en reponse a une breche vasculaire est limitee. A 
ce jour, le vWF est le seul substrat connu d’ADAMTS 13. 

Le domaine metalloprotease ne suffit pas a lui seul pour 
assurer I’activite catalytique de TADAMTS13, cette acti- 
vity requiert la presence d’un domaine riche en cysteine et 
d’un domaine spacer. La region C-terminale de I’ADAMTS 13 
(domaines TSP-1 et CUB) n’est pas indispensable a I’activite 
catalytique mais permettrait la specificite de liaison de 
I’ADAMTS 13au VWF et aux cellules endotheliales [1], 

Biosynthese 

L’ ADAMTS 1 3 est codee par un gene de 37 kb situe sur 
le chromosome 9q34; 29 exons codent pour un ARNm de 
4,6 kb. Bien que son ARNm ait ete identifie dans de nom- 
breux organes (coeur, pancreas, poumon, reins, cerveau), 


I’ADAMTS 1 3 est essentiellement synthetisee par les cellules 
stellaires d’lto au niveau du foie, les cellules endotheliales 
et les cellules de la lignee megacaryocytaire. 

L’ ADAMTS 1 3 est d’abord synthetisee sous forme d’une 
pre-pro-proteine de 1427 acides amines (Fig. 1 ). Au cours de 
son transit intercellulaire elle subit diverses modifications 
post-traductionnelles. Au niveau du reticulum endoplas- 
mique, le peptide signal de 33 acides amines est dive et 
la proteine subit des N-glycosylations. Puis le clivage du 
propeptide de 41 acides amines, bien que non indispensable 
pour la structure, la secretion ou I’activite de la proteine, 
se fait au cours du transit a travers I’appareil de Golgi. 
La proteine mature contient 1353 acides amines. Elle est 
secretee dans le plasma sous forme active. L’ ADAMTS 13 est 
presente en tres faible quantite dans le plasma sous forme 
libre (~1 p,g/mL) [1], 

Demi-vie 

La demi-vie de I’ADAMTS 13 dans le plasma est de deux a 
trois jours [1], 

Regulation 

La regulation de I’activite de I’ADAMTS 1 3 sur le vWF depend 
de deux mecanismes. Premierement, T accessibility du site 
de clivage du vWF est modulee in vivo par les conditions de 
flux sanguins et par la liaison du vWF a certaines molecules 
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membranaires. En I’absence de force de dsaillement suf- 
fisante, le vWF est present dans le plasma sous forme 
globulaire et le site de clivage specifique, le pont peptidique 
Tyr1605-Met1606, est masque. Les forces de dsaillement 
elevees etire la molecule de vWF et expose le site de cli- 
vage. De plus, la liaison du vWF a la P-selectine des surfaces 
cellulaires endotheliales ou a la GPIb plaquettaire va aussi 
faciliter Faeces de FADAMTS 13 au site de clivage. Ces der- 
niers mecanismes vont permettre respectivement de limiter 
la taille des multimeres avant la mise en circulation de vWF 
et de favoriser la resorption du clou plaquettaire une fois la 
breche vasculaire cicatrisee. 

Deuxiemement, des facteurs plasmatiques sont aussi 
capables de reguler Factivite de I’ADAMTS 13: la throm- 
bine, le FXa, I’elastase leucocytaire et la plasmine peuvent 
degrader I’ADAMTS 13. 

Dosage de I’ADAMT 13 

Etapes pre-analytiques 

Le prelevement veineux doit etre realise au pli du coude 
sur tube citrate 0,109M ou sur tube sec. Les tubes doivent 
etre centrifuges 2000 a 2500 g pendant 20 minutes dans un 
delai maximum de quatre heures apres le prelevement. Si 
I’analyse n’est pas effectuee immediatement, le plasma ou 
le serum doit etre decante et congele a -20 ou -80 °C. 
Les prelevements sur EDTA doivent etre proscrits pour une 
mesure de I’activite car cet anticoagulant inhibe I’activite 
de I’ADAMTS 13. 

Techniques de dosage de I’activite de I’ADAMTS 13 

Ces techniques sont fondees sur le clivage du vWF. Le vWF 
peut etre sous forme de multimeres ou sous forme d’un 
peptide de synthese comprenant le domaine de clivage 
du vWF par I’ADAMTS 13. Les produits de clivage du vWF 
sont ensuite detectes directement ou indirectement [2]. 
Tous ces dosages mesurent I’activite de I’ADAMTS 1 3 dans 
des conditions statiques. Ils ne refletent pas les condi- 
tions physiologiques de flux permettant le changement de 
conformation du vWF necessaire a une action optimale de 
I’ADAMTS 13. 

Techniques utilisant comme substrat le VWF 
natif 

Le substrat peut etre du vWF sous forme de concentres puri- 
fies a partir de plasma de donneurs ou du vWF recombinant. 
Dans un premier temps, le vWF subit une etape de dena- 
turation (uree 1,5M ou guanidine 0,15M) afin de faciliter 
Faction de I’ADAMTS 13. L’ADAMTS 1 3 est activee par ajout 
d’un cation bivalent, qui est le plus souvent le BaC^. La 
duree de la proteolyse est variable et longue (six a 24 heures 
selon les techniques). L’activite de I’ADAMTS 13 sur le vWF 
peut etre evaluee de maniere directe par electrophorese en 
gel SDS-agarose suivie d’un immunoblot a la recherche de 
la persistance des multimeres de vWF ou de la presence de 
produits de clivage du vWF (fragments de 140et 176kDa); 
ou de maniere indirecte en mesurant I’activite residuelle du 


vWF (activite cofacteur de la ristocetine ou test de liaison 
au collagene). 

Ces methodes sont assez sensibles (limite de detection : 
3a 6% activite ADAMTS13) et reproductibles. Neanmoins, 
elles sont tres consommatrices en temps (deux a trois jours) 
et sont done difficilement applicables pour une activite 
de routine. De plus, I’utilisation d’un agent denaturant 
pour favoriser Faction de FADAMTS 13 pourrait diminuer 
artificiellement son activite et modifier les interactions 
ADAMTS 1 3-Anticorps (Ac) [2,3]. Aucune de ces methodes 
n’est actuellement commercialisee. 

Techniques utilisant comme substrat un 
peptide 

Ce sont actuellement les plus nombreuses. Le substrat est 
un peptide de synthese. II est compose, soit du domaine 
A2 entier du vWF, soit d’une partie de ce domaine contenant 
le site de clivage specifique de FADAMTS 13 (peptides de 
73a 78acides amines). Ces techniques ne necessitent pas 
Faction d’un agent denaturant. La duree de proteolyse est 
raccourcie (de 30 minutes a trois heures). La degradation 
du peptide est evaluee, soit de maniere directe (Western 
blot avec etude des fragments de clivage du vWF A2), soit 
de maniere indirecte par des techniques chromogeniques 
(HRP assay, Elisa) ou fluorogeniques ( fluorescence resonance 
energy transfert [FRET]) [2,4]. 

Dans FHRP assay, le substrat utilise est un peptide 
de synthese de 73acides amines sur lequel est fixee une 
peroxydase sur une extremite et une molecule de bio- 
tine (HRP-vWFA2-73-biotine) sur Fautre extremite. Apres 
incubation en presence du serum ou plasma du patient, 
des molecules de streptavidine fixees sur des particules 
d’agarose sont ajoutees. Les peptides non clives vont 
se Her aux particules d’agarose et vont etre elimines 
apres centrifugation. L’etape de revelation se fait par 
ajout d’un substrat chromogene de FHRP et mesure de 
FAbsorbance. L’ Absorbance sera proportionnelle a Factivite 
de FADAMTS 13 [5], 

Plusieurs methodes Elisa ont ete developpees. Le substrat 
est un peptide de synthese de 73 acides amines sur lequel est 
fixe sur Fune de ses extremites une gluthation-S-transferase 
(GST) et sur Fautre extremite des residus histidines (GST- 
vWFA2-73-His). Des Ac polyclonaux anti-GST sont fixes au 
fond des puits de reaction. Apres incubation avec le serum 
ou le plasma du patient et lavage, un deuxieme Ac monoclo- 
nal de revelation couple a FHRP est ajoute. L’Ac peut etre 
dirige, soit contre un des produits de la proteolyse, dans ce 
cas Factivite sera proportionnelle a la mesure d’absorbance, 
soit contre les residus histidines, e’est-a-dire les peptides 
non clives, alors Factivite sera inversement proportion- 
nelle a la mesure de Fabsorbance. La revelation se fait 
par ajout d’un substrat chromogene de FHRP et mesure de 
FAbsorbance. 

La technique FRET utilise un peptide de 73 acides amines 
sur lequel sont fixes de part et d’autre du site de clivage un 
fluorophore et un quencher (FRET-vWFA2-73). Apres ajout du 
serum a tester, la fluorescence emise a 450 nm (apres exci- 
tation a 350 nm) est mesuree a intervalle regulier durant 
toute la duree de la reaction. Lorsque FADAMTS 13 va di- 
ver le peptide, il va y avoir separation du fluorophore et du 
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Tableau 1 Kits commerciaux disponibles pour le dosage de I’ADAMTS 13 [1,2]. 


Kits commerciaux 

Methodes de detection 



Activite d’ADAMTS 1 3 

Substrat 

Actifluor™ ADAMTS 1 3 activity assay 

VWF86-Alexa FRET 

VWF-86aa 

ATS-13® activity assay 

FRET (VWF-73aa clive) 

VWF-73aa 

Technozym® ADAMTS 1 3 activity Elisa 

Elisa (VWF-73aa clive) 

VWF-73aa 


ADAMTS 13 Antigene 

Ac anti-ADAMTS 13 

Technozym® ADAMTS 13 

Elisa (chromogenique) 

- 

Technozym® ADAMTS 13 Antigen 

Elisa (chromogenique) 

1 Ac monoclonal et 1 Ac non 
specifie 

Imubind® ADAMTS 1 3 Elisa 

Elisa (chromogenique) 

1 Ac monoclonal et 1 Ac polyclonal 
de lapin biotynile 

Human ADAMTS 13 Elisa KIT 

Elisa (chromogenique) 

2 Ac polyclonaux 


Detection et titrage des Ig 
anti-ADAMTS 13 

Ag ADAMTS 1 3 et Ac anti-ADAMTS 1 3 

Technozym® ADAMTS 13 INH 

Elisa (chromogenique) 

ADAMTS 1 3 recombinante 

IgG antihumaine couplee a la 
peroxydase 

Imubind® ADAMTS 13 Autoantibody Elisa 

Elisa (chromogenique) 

ADAMTS 1 3 recombinante 

IgG antihumaine couplee a la 
peroxydase 


Elisa: enzyme linked immunosorbent assay; FRET: fluorescence resonance energy transfert; Ac: anticorps; VWF-86aa: fragment 
peptidique du facteur von Willebrand de 86acides amines; VWF-73aa: fragment peptidique du facteur von Willebrand de 78acides 
amines. 


quencher et done emission de fluorescence. L’intensite de 
fluorescence est proportionnelle a I’activite de L’ADAMTS 13 

ra- 
il est a noter qu’une technique utilisant la spectrometrie 
de masse (Surface Enhanced Laser Desorption/Ionization 
Time-Of-Flight [SELDI-TOF]) a ete developpee, cette der- 
niere serait tres sensible et permettrait de diminuer la limite 
de detection a 0,5% [7]. 

Toutes ces methodes sont tres sensibles (LD la 3%), 
reproductibles, facilement et rapidement realisables (une 
a quatre heures) [2]. Des kits commerciaux utilisant les 
techniques chromogeniques et FRET sont deja disponibles 
(Tableau 1). Une analyse multicentrique recente montre 
que les techniques utilisant des peptides de synthese ont 
des performances analytiques superieures aux techniques 
utilisant le vWF natif [4]. Neanmoins, les techniques avec 
peptides de synthese ne sont pas sensibles aux mutations 
touchant les domaines de liaison de l’ADAMTS13au vWF 
ainsi qu’aux Ac diriges contre ces domaines; dans ce cas, 
un dosage d’activite utilisant du vWF natif s’impose. 

Quelle que soit la methode utilisee, les normes de 
I’activite de I’ADAMTS 1 3 se situent entre 50 et 1 50 % (expri- 
mees par rapport a un melange de plasma normaux) [1], 


Interferences analytiques avec les mesures 
d’activite 

II a ete demontre qu’un taux de vWF endogene superieur 
a 300UI/dL interfere pour les dosages utilisant du vWF 
natif. Le dosage sur prelevement hemolyse doit etre proscrit 
car I’hemoglobine inhibe 1’activite de I’ADAMTS 13 [8], Une 


hyperbilirubinemie superieure a 100p,mol/L interfere avec 
les dosages utilisant la technique FRET [9]. 

Techniques de dosage de I’ADAMTS 13 antigene 

Plusieurs tests Elisa utilisant differents Ac monoclonaux 
ou polyclonaux sont disponibles sur le marche (Tableau 1) 
pour quantifier le taux d’ADAMTS 13 antigene. Leurs per- 
formances analytiques sont tres variables notamment pour 
la reconnaissance des ADAMTS 13 mutantes. De plus, les 
performances de ces tests en presence d’auto-Ac anti- 
ADAMTS13ou de complexes immuns sont encore mal 
connues. 

Techniques de dosage des anticorps 
anti-ADAMTS 1 3 

Deux types d’Ac anti-ADAMTS 13 ont ete decrit: les Ac 
neutralisants inhibant I’activite de I’ADAMTS 1 3 et les Ac 
non neutralisants accelerant la clairance plasmatique de 
I’ADAMTS 13. Les deux types d’Ac peuvent etre present 
simultanement chez un patient. 

Les Ac neutralisants peuvent etre titres par la tech- 
nique de Bethesda (mesure de I’activite residuelle 
d’ADAMTS 13 d’un melange de plasma temoin et de plasma 
patient prechauffe a 56 °C afin de dissocier les eventuelles 
complexes immuns), neanmoins cette methode est semi 
quantitative et manque de sensibilite [2]. 

Des techniques permettant de detecter a la fois les Ac 
neutralisants et non neutralisants de type IgG, IgA et IgM 
ont ete developpees (Elisa et Western blot). Le Western blot, 
bien qu’apparemment plus sensible que les methodes Elisa 
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[2], n’est pas une methode quantitative. Seules les tech- 
niques Elisa permettant de titrer les IgG anti-ADAMTS 1 3 sont 
commercialisees. Ces techniques utilisent comme Ag du vWF 
natif recombinant et la revelation se fait grace a des Ac 
anti-IgG humaine. Les seuils de positivite sont definis par le 
fabricant et sot compris entre de 10a 15U/mL mais il est 
recommande que chaque laboratoire redefinisse son propre 
seuil a I’aide d’une population de volontaires sains. 

Interets cliniques 

Bien qu’il existe quelques variabilites physiologiques et 
pathologiques du taux plasmatiques d’ADAMTS13, les 
dosages de T activite ADAMTS13et des anticorps anti- 
ADAMTS 1 3 prennent tout leur interet dans le diagnostic 
etiologique d’un purpura thrombotique thrombocytope- 
nique. 

Variability physiologique et pathologique de 
I’ADAMTS 1 3 

Les taux d’ADAMTS 13 varient en sens inverse du taux de 
vWF. Toutes les situations entrainant une augmentation du 
vWF sont associees a une diminution de I’activite circu- 
lante de I’ADAMTS 13. Chez les nouveau-nes et les personnes 
agees, les taux d’ADAMTS 13 sont 10a 20% plus bas que 
chez la population generale. Chez la femme enceinte, 
T activite de I’ADAMTS 13 diminue progressivement a par- 
tir de la 12 e semaine d’amenorrhee pour atteindre un taux 
15a 20% inferieur au taux de base. Un polymorphisme de 
I’ADAMTS 1 3 frequent dans la population japonaise (P475S), 
mais non retrouve chez les caucasiens, est responsable 
d’une diminution de I’activite de I’ADAMTS 13 [1], 

Inversement, les sujets du groupe sanguin 0 ont une 
activite circulante de I’ADAMTS 13superieure de 10% par 
rapport a la population generale. 

De nombreuses situations cliniques sont responsables 
d’un deficit partiel en ADAMTS 13 definie par des valeurs 
d’activite comprises entre 20a 50%. Parmi ces situations, 
on retrouve des pathologies cardiovasculaires (infarctus du 
myocarde, hypertension arterielle maligne), choc septique, 
hepatopathies, syndrome des antiphospholipides, certaines 
microangiopathies thrombotiques (MAT) comme le HELLP 
syndrome ou le syndrome hemolytique et uremique (SHU). 
Quelle que soit la pathologie concernee, la pertinence Cli- 
nique de ce deficit n’est pas encore etablie [1], 

Le purpura thrombotique 
thrombocytopenique (PTT) 

Le deficit severe en ADAMTS 13 (activite < 10%) [1] est spe- 
cifique du PTT. Ce type de microangiopathie thrombotique 
(MAT) est caracterise par la presence de MHPM de vWF 
dans la circulation entrainant la formation spontanee de 
thrombi-plaquettaires a I’origine de I’obstruction de la 
microcirculation. Dans 90% des cas, cette accumulation de 
MHPM est due a un deficit severe en ADAMTS 13. 

Le PTT est defini par une anemie hemolytique meca- 
nique, une thrombopenie de consommation et des signes 
d’ischemie viscerale touchant preferentiellement le rein et 


le cerveau. C’est une maladie rare dont I’incidence est 
estimee a 4 cas pour 1 million de personnes par an. Le 
deficit en ADAMTS 1 3 peut etre hereditaire a transmission 
autosomique recessive (maladie d’Upshaw-Schuman) mais 
un deficit acquis est beaucoup plus frequent. Le deficit 
acquis est du a la presence d’auto-Ac anti-ADAMTS 13. II 
touche preferentiellement I’adulte jeune (30 a 40ans) avec 
une nette predominance feminine (deux femmes pour un 
homme). L’ evolution se fait habituellement par une alter- 
nance de poussees et de periodes de remission. Dans 50% 
des cas aucune cause n’est mise en evidence et le PTT est dit 
idiopathique. Dans les autres cas, le PTT peut survenir dans 
un contexte de maladie auto-immune, de neoplasie, de gros- 
sesse, de prise de medicaments (i.e ticlopidine, clopidogrel) 
ou de greffe d’organe. 

Avant 19901a mortalite etait de 90% ; depuis T utilisation 
de la plasmatherapie, elle a ete reduite a 10%. 

Place de (’exploration de I’ADAMTS 13 dans le 
diagnostic de purpura thrombotique 
thrombocytopenique 

ADAMTS 1 3 activite 

Le dosage de I’activite circulante de I’ADAMTS 13 est 
I’examen de premiere intention a realiser devant toute 
poussee aigue de MAT. Une activite inferieure a 10% per- 
mettra le diagnostic de PTT. Une valeur superieure a 10% 
orientera plutot vers une cause de deficit modere en 
ADAMTS 13 sans exclure pour autant un PTT (10% des cas 
ne seraient pas lies a un deficit en ADAMTS 13). 

Lors des phases de remission clinique, la remontee de 
T activite de I’ADAMTS 1 3 au-dessus de 10% orientera vers 
un deficit acquis et une normalisation serait un marqueur 
de bon pronostic. Au contraire la persistance d’une acti- 
vite basse serait un marqueur predictif de rechute en cas 
dissociation a des Ac anti-ADAMTS 13 detectables. Un PTT 
hereditaire doit etre evoque dans le cas d’une activite 
basse persistante durant les phases de remission clinique 
en I’absence d’Ac detectable, et une etude genetique devra 
etre proposee. Un PTT acquis ne peut neanmoins etre ecarte 
dans cette situation. 


Anticorps anti-ADAMTS 1 3 

La detection des Ac anti-ADAMTS 1 3 est I’examen de seconde 
intention dans le cadre des MAT aigues avec une acti- 
vite ADAMTS 1 3 diminuee. Leur presence affirme le PTT 
acquis, mais leur absence ne I’exclut pas. Dans ce der- 
nier cas, un dosage de I’activite de T ADAMTS 1 3 durant 
une periode de remission pourra permettre de poser le 
diagnostic de PTT acquis en cas d’augmentation de cette 
derniere. 


ADAMTS 1 3 antigene 

La place de ces tests n’est pas encore clairement etablie 
dans la strategie diagnostique d’un PTT. 
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Summary Besides structural and physiological data of alpha foetoprotein, this paper points 
out the optimal conditions for sampling, assays and interpretation of results. 
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Resume Apres les caracteristiques structurales et physiologiques de I’alpha foetoproteine, les 
donnees pre-, per- et postanalytiques de son dosage sont abordees pour ^interpretation des 
resultats. 
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Analyte intact 
Structure de I’analyte 

L’alpha-foetoproteine (AFP) est une glycoproteine oncofoe- 
tale, decouverte en 1956 par Bergstrand et Czar. Cette 
glycoproteine appartient a la superfamille des albumi- 
noides, qui comprend egalement I’albumine, la proteine Gc 
globuline (proteine de liaison a la vitamineD) et I’alpha 


* Auteur correspondant. 
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albumine (encore appelee afamine, capable de her la vita- 
mine E). 

La masse moleculaire de I’AFP est comprise entre 69 et 
73kDa, selon le contenu en residus glucidiques de la pro- 
teine. L’AFP presente en effet une grande heterogeneite de 
glycosylation, comportant 4a 5% de chaines glycanes. 

L’AFP est constitute d’une chafne polypeptidique unique, 
comprenant 590 acides amines et comportant 1 5 ponts disul- 
fures (Fig. 1 et 2A). Ces ponts permettent le repliement 
de la chafne peptidique et conferent ainsi a la proteine 
une forme en U. Le repliement de la chaine pepti- 
dique definit trois domaines, lesquels presentent 35% de 
similitude entre eux. L’existence de ces trois domaines 
a ete confirmee par des etudes de cristallographie aux 
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Figure 1 Structure de I’alpha foetoproteine. D’apres Mize- 
jewski, 2001 [5], 

Structure of alpha foetoprotein. From Mizejewski, 2001 [5], 

rayonsX (Fig. 2B). Les domaines 1 et 2 presentent une plus 
grande heterogeneite interespece que le domaine3, qui 
est beaucoup plus conserve chez les mammiferes. Les 
domaines 1 et 2 possedent des sites de liaison pour dif- 
ferents ligands comme la bilirubine et les acides gras. 
Le domaine2contient egalement des sequences d’acides 


amines similaires aux domaines d’adhesion a la matrice 
extracellulaire. II comporte enfin un site de glycosylation sur 
des residus asparagine. Le domaine 3 contient un site de liai- 
son aux composes hydrophobes, ainsi qu’un motif potentiel 
de dimerisation. Cette structure particuliere est egalement 
retrouvee chez les autres membres de la superfamille des 
albuminoides. 

L’AFP pourrait egalement adopter une conformation par- 
tiellement denaturee, appelee molten globule form, dans 
certaines conditions de denaturation moderee, tant in vitro 
(abaissement du pH, augmentation de la force ionique. . .) 
qu’in vivo (ablation d’un ligand, mutation ponctuelle d’un 
acide amine, rupture d’un pont disulfure. . .). Cet etat cor- 
respond a un etat de repliement intermediate de la chaine 
peptidique, entre I’etat natif et I’etat denature. 

L’AFP a ete mise en evidence dans les milieux biologiques 
sous forme de mono-, di- et trimeres. 

Variants moleculaires 

Des variants moleculaires de I’AFP ont ete rapportes depuis 
longtemps dans la litterature: les premieres etudes ont 
permis de mettre en evidence des differences de point 
isoelectrique (pHi) [1] et de capacites de liaison aux lec- 
tines [2]. Ces proprietes physicochimiques differentes ne 
resultent pas d’une modification de la sequence en acides 
amines, mais d’une glycosylation variable de la proteine. 
L’AFP humaine possede, en effet, un site de glycosylation au 
niveau de l’asparagine232, sur le domaine 2. La nature du 
glycane rattache a la chaine peptidique varie selon I’organe 
producteur. En effet, ce residu glucidique de I’AFP n’est 
pas code genetiquement, mais depend de I’equipement 
enzymatique de glycosylation, present dans le reticulum 
endoplasmique et I’appareil de Golgi. Cependant, ces 


A. Cysteine-Looped Structure B. Contour Electron Mass 


C. Major Epitopes 



Figure 2 Representation schematique, cristallographique et epitopique de I’alpha foetoproteine. Remarquer la structure repliee 
avec les trois domaines de la chaine peptidique (images A et B) et les six domaines epitopiques de la proteine (image C). D’apres 
Mizejewski, 2001 [5]. 

Schematic, crystallographic and epitopic structure of alpha foetoprotein. From Mizejewski, 2001 [5], 
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enzymes presentent des distributions specifiques d’organes. 
Les molecules d’AFP produites par les differents organes 
et dans differentes conditions physiologiques ou patholo- 
giques possederont done la meme sequence peptidique et 
les memes caracteristiques antigeniques. Ainsi, la micro- 
heterogeneite des molecules, resultant des variations de la 
partie glucidique, se traduira par des differences de liaison 
aux lectines et des comportements differents dans certaines 
conditions de pH, resultant des differences de pHi. Diffe- 
rentes isoformes peuvent ainsi etre mises en evidence selon 
le comportement electrophoretique, chromatographique ou 
I’affinite vis-a-vis de differentes lectines (les lectines les 
plus utilisees pour caracteriser les variants de I’AFP sont 
la concanavalineA, I’agglutinine de Lens culinaris et de 
Vida faba). (.’utilisation de techniques d’affinite, couplant 
I’immuno-electrophorese et I’affinite aux lectines, a permis 
la mise en evidence de plus de dix glycoformes de I’AFP [3]. 

Ainsi, I’AFP presente dans le liquide amniotique est 
constitute d’un melange d’isoformes pouvant lier ou non 
la concanavalineA, lesquelles derivent du sac vitellin et 
du foie, respectivement. La proportion respective de ces 
variants dependra de I’age gestationnel. Le variant ne liant 
pas la concanavalineA sera diminue en cas d’anomalies de 
fermeture du tube neural. 

De meme, le glycane de la molecule d’AFP produite par 
des tumeurs variera selon le type tumoral. Ainsi, I’etude du 
residu glucidique de I’AFP constitue un outil interessant pour 
le diagnostic des tumeurs : la reactivite de I’AFP vis-a-vis de 
la concanavaline A permet de differencier les tumeurs du sac 
vitellin de celles du tractus gastro-intestinal. La fucosylation 
de I’AFP distingue le carcinome hepatocellulaire (CHC) des 
maladies benignes du foie. 

Des isoformes de I’AFP ont par la suite ete identifiees 
grace aux techniques de focalisation isoelectrique. Celles- 
ci permettent de mettre en evidence, a la fois dans des 
tumeurs hepatiques et dans les serums foetaux, deux iso- 
formes majeures de I’AFP, dont les pHi sont de 4,8 et 5,2. 
Le pretraitement de la proteine par la neuraminidase pro- 
duit une seule fraction homogene, dont le pHi est de 5,2. 
Le contenu en acides gras semble expliquer cette diffe- 
rence de pHi : I’isoforme de pHi 4,8 contient 2,4 mol d’acides 
gras/mol de proteine, alors que I’isoforme de pHi 5,2 en est 
totalement depourvue. Le sang de cordon ombilical contient 
trois isoformes : une de pHi 4,5 (52%), une autre de pHi 4,7 
(43%) et un isovariant minoritaire de pHi inferieur a 4,0. 
L’isoforme de pHi 5,2 n’a pas ete retrouvee dans le sang de 
cordon. 

Des variants genetiques de I’AFP ont egalement ete mis 
en evidence, principalement chez les rongeurs, differant 
dans la taille de leurs ARN messagers. Ces differents variants 
peuvent etre retrouves au cours du developpement foetal ou 
perinatal, ou dans des circonstances telles que la carcino- 
genese ou la regeneration tissulaire. 

Enfin, de fortes concentrations en ligands hydrophobes, 
notamment en acides gras et en estrogenes, peuvent induire 
des modifications de la structure tertiaire de I’AFP. 


Gene codant pour I’alpha-foetoproteine 

Le gene codant pour I’AFP est situe sur le bras long du chro- 
mosome 4, dans la region 4q1 1 -q22. II est dispose en tandem 


avec les genes de I’albumine et des autres membres de la 
superfamille des albuminoYdes au niveau de cette region. 
Le gene de I’AFP comporte 15 exons et 14introns [4]. Le 
promoteur du gene de I’AFP repond a differents facteurs 
de transcription, dont un recepteur nucleaire homologue au 
gene FTZ-F1 de la drosophile. De nombreux ARNm messa- 
gers de I’AFP ont ete decrits in vitro, mais leurs produits de 
traduction n’ont pas tous ete retrouves in vivo. Le transcrit 
principal du gene de I’AFP avoisine 2,2kilobases (kb), tant 
dans un contexte foetal que tumoral. D’autres transcrits de 
1,6et 1,7 kb ont egalement ete mis en evidence. Toutefois, 
il semble que les tests immunologiques actuels ne detectent 
que les proteines issues du transcrit principal de 2,2 kb, les 
autres generant des proteines nettement moins abondantes 
(de I’ordre du picogramme au nanogramme). Un transcrit 
plus court de 1 ,35 kb a ete mis en evidence dans des tumeurs 
embryonnaires humaines, mais celui-ci produit une forme 
tronquee de 37 kDa, a laquelle il manque le premier domaine 
et un tiers du second. Cette forme tronquee demeure a 
I’interieur de la cellule et ne peut etre secretee, car elle ne 
peut etre glycosylee. Elle est capable d’heterodimerisation 
et pourrait se comporter comme un recepteur aux steroides. 

Activities biologiques et concentrations 
physiologiques de I’alpha-foetoproteine 

L’AFP est presente physiologiquement dans le serum foetal. 
Elle joue en effet un role important pendant la vie embryon- 
naire, ou elle exerce differentes activites physiologiques, 
notamment celles de transporteur et de facteur de crois- 
sance cellulaire. De maniere similaire a I’albumine, I’AFP 
peut lier et transporter une multitude de ligands, tels que 
les ions, la bilirubine, les acides gras polyinsatures, les reti- 
noides, les steroides, les flavonoides, les phyto-estrogenes, 
les pigments, les metaux lourds et divers medicaments. A 
cote de ces fonctions de transporteur, I’AFP possede de 
nombreuses autres activites biologiques : proprietes chimio- 
tactiques, elimination des radicaux libres, activite esterase, 
adherence des leucocytes, etc. 

Pendant la vie foetale, I’AFP est d’abord synthetisee par 
la vesicule vitelline, puis par le foie et, a un moindre degre, 
par la muqueuse gastro-intestinale. L’AFP est detectable 
dans la circulation foetale des 30 jours apres la conception. 
Sa concentration serique atteint 3 a 4g/L vers la 13 e semaine 
de gestation. Au meme moment, le taux serique maternel 
est d’environ 200 (jcg/L car I’AFP traverse la barriere placen- 
taire (cf. ci-apres). Par la suite, les taux d’AFP decroissent 
jusqu’a I’accouchement. Toutefois, chez le nouveau-ne, 
I’AFP serique demeure detectable tout en diminuant pen- 
dant les six mois qui suivent la naissance (Tableau 1). 

La demi-vie de I’AFP est de quatre a six jours. Cela 
explique la forte diminution des taux seriques d’AFP apres 
la naissance. De meme, cette demi-vie courte doit etre 
prise en compte pour I’interpretation des cinetiques du taux 
d’AFP au cours d’un traitement. 

L’unite de resultat par defaut est le pg/L. Lorsque 
I’unite de resultat alternative, I’Ul/mL, est utilisee, il 
convient d’employer le facteur de conversion propre a 
chaque technique et mentionne sur la notice (0,826 pour 
Beckman-Coulter, 0,83 pour Abbott et Siemens, 0,96 pour 
Ortho...). 
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Tableau 1 Valeurs de reference de I’AFP dans le sang en fonction de I’age (pg/L). 

Limite Premature Nouveau-ne 2semaines 1 2 3 4 5 6 7 8 Adulte 


mois 


Inferieure 95 000 13 000 

500 

20 

20 

10 

10 

10 

0 

0 

0 

0 

Superieure 175 000 85 000 

60000 

10000 

600 

200 

150 

75 

30 

20 

15 

12 

Valeurs communiquees a titre indicatif. Se referer imperativement aux indications fournies par le fabricant du reactif ou etablir les 

valeurs de reference propres au laboratoire. 












Comme nous I’avons mentionne precedemment, I’age 
influence considerablement les taux d’AFP, en particulier 
pendant la premiere annee de vie. La limite superieure de 
la normale chez I’adulte est en general comprise entre 1 0 et 
20 (jcg/L, selon les trousses de reactifs utilisees (Tableau 1). 

Variations des taux d’alpha-fcetoproteine 

Aucune variation nycthemerale du taux de I’AFP n’a ete 
decrite a ce jour. De meme, I’alimentation ou le jeune ne 
semblent pas influencer les taux circulants d’AFP. 

Variations au cours de la grossesse normale 

Comme mentionne ci-dessus, I’AFP est presente normale- 
ment dans le serum foetal. Le pic de production se situe 
entre la 12 e et la 14 e semaine de grossesse. L’AFP peut 
traverser la barriere placentaire : les taux maternels com- 
mencent a augmenter a partir de la 1 2 e semaine de grossesse 
et atteignent leur valeur maximale a la 30 e semaine de gros- 
sesse, au-dela de laquelle ils vont diminuer (Tableau 2). Les 
taux maternels d’AFP dependent de differents parametres, 
physiologiques et/ou pathologiques, notamment : 

• le poids de la parturiente ; 

• le nombre de foetus (cas de grossesses gemellaires) ; 

• la presence d’un diabete ; 

• des pathologies et/ou malformations foetales (troubles 
renaux, omphalocele, laparoschisis). 

Les taux d’AFP seront plus eleves chez le premature 
que chez le nouveau-ne a terme. Apres I’accouchement, la 
baisse du taux est rapide, autant chez la mere que chez 
I’enfant, compte tenu de sa courte demi-vie (quatre a six 
jours). Ainsi, les taux atteignent les valeurs de I’adulte chez 
I’enfant apres six a huit mois (Tableau 1). 

Variations pathologiques 

Apres la naissance, toute proliferation et/ou regeneration 
de cellules et de tissus, dont I’origine embryonnaire est la 
meme que celle des organes secretant I’AFP chez le foetus, 
peut entrainer une augmentation du taux serique d’AFP. 
Ainsi, I’AFP peut augmenter en cas de pathologie hepa- 
tique, qu’elle soit benigne ou maligne, ou en cas de tumeurs 
d’origine germinale (gonades, teratomes). 

Pathologies benignes. Toute regeneration du tissu hepa- 
tique entraine une augmentation du taux d’AFP : 

• hepatites virales aigues (30 a 50% des cas) ; 

• hepatites chroniques et cirrhoses (10 a 30%), ou se pose la 
question de la transformation en CHC (un seuil de 200 ou 


400 pg/L est considere comme evocateur d’une transfor- 
mation maligne) ; 

• pathologies hepatiques inflammatoires ; 

• suites d’une hepatectomie ou d’une transplantation de 

foie partage. 

Pathologies cancereuses. Divers cancers sont responsables 
d’elevations parfois tres importantes des taux d’AFP, notam- 
ment les hepatocarcinomes et les tumeurs gonadiques 
(surtout testiculaires). 

Tumeurs hepatiques. L’AFP augmente dans 70 a 95% 
des cas de CHC. Toutefois, I’interet diagnostic de I’AFP 
est variable selon la taille de la tumeur: dans les petites 
tumeurs, la production d’AFP est limitee, tandis que les 
tumeurs de taille importante secretent des taux tres eleves 
d’AFP. 

L’AFP est egalement utilisee pour le suivi post-chirurgical 
du CHC. Le seuil de recurrence clinique est en general fixe 
a 100pg/L et I’elevation du taux d’AFP est proportionnelle 
a la taille des nodules recurrents. La reascension du taux 
d’AFP peut egalement traduire I’apparition de metastases 
a distance (principalement pulmonaires et abdominales). II 
est egalement important de noter que, apres chirurgie, la 
reascension du taux d’AFP peut simplement resulter de la 
regeneration hepatique. 

Dans les hepatoblastomes et les CHC de I’enfant, on note 
frequemment une augmentation des taux d’AFP (80% des 
cas), atteignant parfois des valeurs considerables. Toutefois, 
les taux d’AFP ne sont correles, ni avec la taille, ni avec 
le degre de differenciation de la tumeur. Dans le cas des 
tumeurs de I’enfant, le seuil de recurrence est situe autour 
de 1 000 (jcg/L. L’augmentation du taux d’AFP apres exerese 
predit le developpement de metastases pulmonaires. 

L’heterogeneite des formes d’AFP selon leur degre de 
fucosylation pourrait permettre de differencier I’AFP du 
CHC, de I’AFP des maladies benignes. Ainsi, la structure de 
la chaine glycane de I’AFP produite par un CHC differe de 
celle produite par un foie cirrhotique. Ce changement struc- 
tural, associe a une elevation moderee de la concentration 
serique de I’AFP, est souvent evocateur de CHC et precede 
de plusieurs mois le diagnostic clinique. Certaines etudes 
retiennent un seuil de 17% d’AFP fucosylee comme etant 
evocateur du CHC [6]. 

Tumeurs testiculaires. L’AFP augmente dans environ 
70 a 100% des tumeurs germinales non seminomateuses des 
testicules. Dans ces tumeurs, la presence d’hCG est prati- 
quement constante, avec des taux parfois considerables. Le 
dosage de I’AFP, associe a celui de la chaine p libre de I’hCG, 
permet done a la fois le diagnostic et le suivi therapeutique 
de ces tumeurs. Ces marqueurs ne representent cependant 
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Tableau 2 Valeurs de reference de I’alpha foetoproteine (AFP) dans le sang maternel en fonction de Page gestationnel (|xg/L). 


Semaine 

13 14 

15 16 

17 

18 

19 

20 

22 

24 

26 

28 

Minimum 

3 10 

15 19 

23 

28 

35 

42 

50 

58 

72 

75 

Mediane 

16 24 

32 39 

46 

52 

59 

68 

80 

100 

120 

150 

Maximum 

40 60 

80 97 

115 

130 

147 

170 

200 

250 

300 

375 

Valeurs communiquees a titre indicatif. Se referer imperativement aux indications fournies par le fabricant du reactif ou etablir les 

valeurs de reference propres au laboratoire. 










pas un facteur pronostic de revolution de la tumeur. Ils 
sont toutefois utilises dans le suivi post-therapeutique et 
eventuellement post-chirurgical. 

Les seminomes testiculaires n’entrainent pas 
d’augmentation de I’AFP. 

Autres pathologies. Une elevation variable des taux 
d’AFP est egalement mise en evidence dans diffe- 
rents cancers : teratocarcinomes ovariens, cancers du 
tube digestif (tumeurs gastriques, pancreatiques, coliques) 
avec ou sans metastases hepatiques, carcinomes bron- 
chiques. On retrouve egalement des elevations du taux 
d’AFP dans certaines pathologies hereditaires, comme 
Pataxie— telangiectasie ou la tyrosinemie hereditaire. 

Pathologies au cours de la grossesse. [.’augmentation 
des taux d’AFP dans le sang maternel au cours du deuxieme 
trimestre de la grossesse a ete utilisee depuis les annees 
1980 pour depister les anencephalies et les anomalies de 
fermeture du tube neural. Le dosage d’AFP au deuxieme tri- 
mestre permet de depister 80% des spina-bifida et 90% des 
anencephalies. Les taux retrouves dans ce contexte sont au 
moins egaux a 2,5fois la mediane du taux correspondant a 
Page gestationnel au moment du prelevement. II en est de 
meme dans 50% des cas d’omphalocele et de laparoschisis. 
Par ailleurs, le dosage d’AFP est realisable directement sur 
le liquide amniotique pour le depistage des dysraphies spi- 
nales, mais ses performances sont tres inferieures a cedes de 
Petude qualitative des cholinesterases. Des valeurs de refe- 
rence pour PAFP dans le liquide amniotique sont proposees 
dans le Tableau 3. 

De plus, depuis 1997en France, on utilise le dosage des 
taux d’AFP combines avec ceux de PhCG ou de sa sous unite 
(3 libre et/ou de Poestriol non conjugue, dans le sang mater- 
nel, pour le depistage de la trisomie21 foetale au cours du 
deuxieme trimestre de grossesse. En effet, lorsque le foetus 
est atteint de trisomie21, le taux d’AFP serique maternel 
tend a etre inferieur a la valeur moyenne. II convient de 
s’assurer que le kit de dosage et le logiciel de calcul de 
risque ont bien ete valides pour cette indication particu- 
liere. 

Enfin, certaines malformations foetales in utero induisent 
des taux eleves d’AFP a la naissance, qui demeurent eleves 
par la suite. 

Formes moleculaires proches de I’analyte 
eventuellement presentes 

Transcrits alternatifs 

Le gene de PAFP genere divers transcrits, dont la taille 
varie de 1,35 a 2,2 kb. Ces differents ARNm produisent des 
proteines de masses moleculaires allant de 37 kDa a 72 kDa, 


selon le transcrit considere [5]. Les formes plus petites sont 
tronquees au niveau de leur extremite N-terminale, cette 
troncature eliminant le domainelet une portion variable 
du domaine2 (cette deletion pouvant aller jusqu’au tiers). 
Ainsi, le transcrit le plus court, de 1 ,35 kb, produit une forme 
tronquee de 37 kDa, a laquelle il manque le premier domaine 
et un tiers du second. Cette proteine tronquee demeure a 
Pinterieur de la cellule et ne peut etre secretee. En effet, 
la deletion partielle du domaine 2 empeche la glycosylation, 
laquelle semble indispensable a sa secretion. Cette proteine 
tronquee est capable d’heterodimerisation avec d’autres 
proteines intracellulaires, notamment les recepteurs aux 
stero'ides. Comme decrit ci-apres, les epitopes reconnus par 
les anticorps utilises, repartis sur les domaines 1 et2ou 3, 
permettent de detecter les formes full length de PAFP (69 a 
72 kDa). Les formes tronquees decrites precedemment ne 
pourront pas etre reconnues par les immuno-dosages. 

Fragments 

L’albumine et PAFP presentent des homologies de sequence 
avec des fragments de clivage de la neurotensine et de 
la neuromedine. Elies pourraient done constituer des pre- 
curseurs pour la generation de tels peptides. II convient 
de remarquer que des taux eleves de neurokinines accom- 
pagnent la pre-eclampsie au cours du dernier trimestre 
de grossesse. Or, une association entre pre-eclampsie 
et elevation des taux d’AFP a ete rapportee depuis 
longtemps. 

La proteolyse moderee de PAFP produit des fragments de 
32 et 38 kDa, qui generent eux-memes des fragments resis- 
tant a la proteolyse de 23 et 26 kDa. Ces deux fragments 
possedent les caracteristiques structurales et antigeniques 
des domaines 1 et 3 de PAFP. Ils possedent des proprietes 
pro-apoptotiques et de cytotoxicite tumorale [5], 

Oligomerisation de I’alpha-fcetoproteine 

L’AFP peut subir des processus d’auto-agregation et former 
des dimeres, trimeres et oligomeres in vitro. Ce processus 
semble egalement possible in vivo, puisque des trimeres ont 
pu etre mis en evidence dans des echantillons humains. La 
forme dimerique de PAFP pourrait lui conferer des proprie- 
tes de facteur de croissance induite par les estrogenes. 

Liaison a des partenaires proteiques 

L’AFP peut se lier a differentes proteines, parmi les- 
quelles les immunoglobulines IgG et IgM, Pactine, le TGF-p, 
Posteonectine ainsi que divers substrats et inhibiteurs de 
proteases [7]. Ces formes liees de PAFP peuvent etre mises 
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Tableau 3 Valeurs de reference de I’alpha foetoproteine (AFP) dans le liquide amniotique en fonction de I’age gestationnel 
(pg/mL). 


Semaine de grossesse Medianes regressees Multiples des medianes regressees 




2,0 

2,5 

3,0 

15 

18,7 

37,5 

46,8 

56,2 

16 

15,7 

31,3 

39,1 

47,0 

17 

13,1 

26,1 

32,7 

39,2 

18 

10,9 

21,8 

27,3 

32,8 

19 

9,1 

18,2 

22,8 

27,4 

20 

7,6 

15,2 

19,0 

22,9 

21 

6,4 

12,7 

15,9 

19,1 


Valeurs communiquees a titre indicatif. Se referer imperativement aux indications fournies par le fabricant du reactif ou etablir les 
valeurs de reference propres au laboratoire. 


en evidence, soit directement par les techniques immu- 
nologiques, soit par I’emploi de methodes de separation 
physique, utilisant le KCl 0,4M ou des agents chimiques plus 
agressifs comme I’uree ou la guanidine—HCl. 

L’AFP peut egalement se lier, sous forme monomerique 
ou multimerique, a divers recepteurs a la surface de la cel- 
lule. Au moins quatre recepteurs ont ainsi pu etre mis en 
evidence, qu’ils soient presents dans I’endothelium ou a 
la surface des cellules epitheliales [5]. Les trois premiers 
recepteurs, de 18, 31 et 60kDa, respectivement, sont situes 
au niveau de I’endothelium de differents organes (coeur, 
poumon. . Un dernier recepteur, de 62 a 67 kDa, a ete mis 
en evidence au niveau de cellules tumorales mammaires, 
puis dans des preparations de membranes de monocytes. 

Donnees immuno-analytiques utiles pour le 
dosage de I’alpha-foetoproteine 

Phase pre-analytique 

Les dosages d’AFP sont possibles sur le serum, le liquide 
amniotique et parfois sur divers liquides de ponction. 
Concernant le dosage d’AFP dans le liquide amniotique, il 
est recommande de s’assurer que le kit utilise est bien valide 
pour les dosages sur ce milieu biologique particulier. 

Le dosage d’AFP peut egalement etre realise sur divers 
liquides de ponction (ascite, liquide pleural. . .), pour pre- 
ciser leur origine neoplasique (presence de metastases). 
Aucune technique n’etant validee pour ce type de milieux 
biologiques, la plus grande prudence est de mise dans 
^interpretation des resultats. Un test d’ajout (methode des 
ajouts doses) peut etre realise pour s’assurer que la matrice 
du milieu ne perturbe pas la liaison antigene— anticorps. 

Conditions de prelevement 

La programmation et la periodicite du prelevement 
sont fonction de la pathologie, de la therapeutique et 
de I’objectif du dosage (suivi, reponse au traitement, 
pronostic. . .). Differents renseignements devront etre men- 
tionnes sur la prescription, notamment la pathologie, les 
modalites et la date du traitement eventuel. 

Comme aucune variation nycthemerale du taux d’AFP n’a 
ete decrite, I’heure de prelevement importe peu. De meme, 


le jeune ne semble pas indispensable pour ce dosage (on 
evitera tout de meme de prelever le malade apres un repas, 
afin d’eviter de recueillir un serum fortement lactescent). 

Prelevement 

Le sang veineux est recueilli par ponction au pli du coude sur 
un tube sec, sans anticoagulant ni additif. II est recommande 
de prelever un volume de sang suffisamment important, pour 
effectuer I’analyse et conserver une quantite aliquotee dans 
la serotheque. Le prelevement doit etre realise en condi- 
tion d’asepsie et de maniere a eviter I’hemolyse. Certaines 
techniques recommandent I’utilisation de tubes secs avec 
gels separateurs. Par ailleurs, certaines trousses de dosage 
acceptent I’heparine (heparinate de lithium ou de sodium) 
ou I’EDTA, voire le citrate de sodium comme anticoagulants. 
Dans tous les cas, il convient de suivre les recommandations 
figurant sur la notice du kit. Lors du suivi d’un meme patient 
ou de I’etude d’une serie de prelevements, il est recom- 
mande d’utiliser toujours le meme type de prelevement. 
De meme, il convient de s’assurer, aupres du fournisseur 
de materiel de prelevement, que les dispositifs utilises sont 
compatibles avec la trousse de dosage employee. 

Conditions de transport et de centrifugation 

Les echantillons peuvent etre conserves a temperature 
ambiante pendant une duree inferieure a huit heures. Au- 
dela, il est imperatif de les placer en milieu refrigere. Si 
le transport doit etre differe, les echantillons peuvent etre 
conserves entre 2et 8°C pendant les 24 heures qui suivent 
le prelevement. 

Le serum doit etre separe du caillot et des hematies 
dans les 24 heures suivant le prelevement. Il est toutefois 
necessaire de laisser reposer I’echantillon avant centrifu- 
gation, de maniere a ce que le caillot puisse se former et 
se retracter. On sera particulierement attentif aux preleve- 
ments provenant de patients sous traitement anticoagulant 
ou antithrombotique, dont les temps de coagulation peuvent 
etre allonges. Si I’echantillon est centrifuge avant retraction 
complete du caillot, la presence residuelle de fibrine peut 
conduire a des resultats errones. 

Les conditions de centrifugation des echantillons doivent 
etre determinees a partir des informations fournies par le 
fabricant des materiels de prelevement pour ce type de 
dosage. 
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Les echantillons peuvent etre conserves pendant quatre 
a sept jours entre 2et 8°C et pendant deux ans a -20 C. 
Cependant, les congelations et decongelations successives 
sont fortement deconseillees. Apres decongelation, les 
echantillons doivent etre homogeneises avec soin au Vortex. 
Les echantillons decongeles contenant des globules rouges 
ou des particules en suspension ainsi que les echantillons 
d’apparence trouble doivent etre centrifuges avant utilisa- 
tion. 

Interferences visibles 

Selon la technique de dosage, I’hemolyse ou la lipemie 
peuvent interferer sur le resultat. De ce fait, il est grande- 
ment recommande de rejeter tout prelevement fortement 
hemolyse et/ou fortement lactescent, et de demander un 
nouveau prelevement. De meme, tout prelevement conte- 
nant des hematies et/ou des particules de fibrine en 
suspension doit etre de nouveau centrifuge et decante. 

Cas particulier du dosage de I’alpha-fcetoproteine chez 
la femme enceinte 

L’age gestationnel doit etre determine avec precision pour 
interpreter les resultats des dosages prenataux d’AFP. Ce 
renseignement doit obligatoirement etre indique sur la fiche 
de renseignements cliniques jointe a I’echantillon. En cas 
d’age du foetus incertain, une evaluation echographique doit 
etre pratiquee. Ce renseignement est en effet indispensable 
pour determiner les valeurs de reference des dosages d’AFP 
dans le sang maternel (Tableau 2) et dans le liquide amnio- 
tique (Tableau 3). De meme, les logiciels d’estimation du 
risque d’aneuplofdie basent leurs calculs sur I’age gestation- 
nel. 

Les mesures de I’AFP dans le sang maternel ne peuvent 
pas etre valides apres I’amniocentese, en raison d’une libe- 
ration d’AFP foetal dans la circulation maternelle. De ce 
fait, les echantillons de sang maternel devront etre pre- 
leves avant la realisation de I’amniocentese. Dans le cas 
contraire, il est recommande d’attendre au moins deux 
semaines apres I’amniocentese pour realiser le dosage d’AFP 
sanguin chez la mere. 

Le liquide amniotique est preleve de maniere aseptique 
par un praticien experiments, sous controle echographique. 
Toutes les mesures destinees a garantir la securite de la 
mere et du foetus seront prises pendant la procedure. Il 
est de plus necessaire de rechercher la presence de cellules 
sanguines foetales dans le prelevement, par la technique de 
Kleihauer-Betke, et/ou d’hemoglobine foetale, par electro- 
phorese ou par une autre technique appropriee, au cas ou 
I’echantillon serait visiblement contamine par du sang. En 
effet, les echantillons de liquide amniotique contamines par 
du sang foetal presentent des concentrations anormalement 
elevees en AFP, ce qui peut conduire a une interpretation 
erronee du dosage. 

Donnees specifiques concernant I’immuno-dosage 

Epitopes reconnus par les anticorps monoclonaux 

Le developpement d’anticorps monoclonaux a permis la 
detection et la categorisation de differents epitopes au 
sein de I’AFP native. Ces etudes ont permis de mettre en 
evidence six a sept epitopes majeurs au niveau de cette 


proteine, ainsi que sept epitopes mineurs additionnels [5]. 
Les six epitopes majeurs ont ete denommes A, B, C, D, E et 
X et correspondent a des sites de liaisons de haute affinite 
aux anticorps (Fig. 2C). Le dernier epitope appele X cor- 
respond a un site antigenique partiellement masque. Cette 
carte epitopique a ete confirmee par les travaux d’autres 
equipes, qui ont identifie 11 sites antigeniques sur la mole- 
cule d’AFP, parmi lesquels figurent les epitopes majeurs (A 
a E) precedemment decrits. Ces differentes etudes ont uti- 
lise plus de 30 anticorps monoclonaux diriges contre I’AFP 
humaine. Certains de ces anticorps reagissent differem- 
ment avec la molecule, selon qu’elle est en solution ou 
adsorbee sur des surfaces solides (ces derniers anticorps cor- 
respondent a des sites antigeniques caches ou cryptiques, ne 
pouvant etre exposes que lorsque la proteine est partielle- 
ment denaturee sur une phase solide, comme le plastique 
ou la nitrocellulose). Enfin, il a ete observe que les diffe- 
rents anticorps monoclonaux reconnaissaient les principaux 
epitopes de I’AFP, que celle-ci provienne de sang de cordon, 
de placenta ou de tissus tumoraux. Seules des differences 
mineures ont ete mises en evidence entre le sang de cordon 
et le placenta, ce qui suggere qu’il existe des differences au 
niveau de la conformation de la proteine entre ces differents 
tissus [5]. 


Problemes analytiques eventuels 

La plupart des kits commercialises utilisent comme anti- 
corps de capture un anticorps monoclonal dirige contre 
le domainelde I’AFP. L’anticorps de detection est dirige 
contre les domaines2ou3de la proteine, lesquels sont 
moins specifiques que le domaine 1 . Ainsi, seules les formes 
non tronquees de I’AFP, de 69 a 72 kDa, peuvent etre detec- 
tees par de tels systemes. 

Un effet crochet, donnant des resultats dans les domaines 
de mesure du kit de dosage pour des concentrations en 
analyte tres elevees, peut se produire en cas de tumeurs 
fortement secretrices. Le seuil de concentration au-dela 
duquel I’effet crochet est susceptible de se produire 
est extrement variable selon les techniques, allant de 
500ng/mL a plus 2000000ng/mL d’AFP. On se rapportera 
done aux donnees indiquees dans la notice du kit utilise. En 
cas de concentration en AFP superieure au seuil limite, une 
dilution au 1/10 e s’avere necessaire. 

Les echantillons preleves sur des patients auxquels ont 
ete administrees des preparations d’anticorps monoclo- 
naux de souris, a des fins diagnostiques ou therapeutiques, 
peuvent contenir des anticorps heterophiles (anticorps 
humains anti-souris [HAMA] ). Ces anticorps sont egalement 
retrouves chez des sujets frequemment en contact avec des 
animaux ou des produits contenant du serum d’animaux. 
Ces anticorps peuvent reagir avec les immunoglobulines du 
reactif et interferer avec le dosage. De tels echantillons 
peuvent ainsi donner des resultats faussement augmentes ou 
diminues, lorsqu’ils sont analyses avec des kits utilisant des 
anticorps monoclonaux murins. Certains reactifs renferment 
un composant reduisant I’effet des FIAMA sur la formation 
du complexe antigene— anticorps. 

Les dosages successifs sont effectues avec la meme tech- 
nique et, de preference, par le meme laboratoire. En cas 
de changement de technique de dosage, I’examen est rea- 
lise avec reprise d’un echantillon precedent, conserve au 
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moi'ns un an. De meme, en cas de variation du resultat du 
dosage par rapport aux anteriorites, inexplicable par la Cli- 
nique et/ou le traitement, une analyse concomitante de 
I’echantillon actuel et de celui provenant de la serotheque 
s’avere indispensable. 

Molecule de reference utilisee pour la calibration 

La preparation de reference utilisee pour la calibration 
du test est la WHO 1st IRP # 72/225, ou Premier Stan- 
dard OMS 72/225 pour I’AFP (fournie par ^Organisation 
mondiale de la sante [OMS]). II s’agit d’un pool de 
serums de cordons ombilicaux, correspondant au melange 
de centaines d’echantillons. Ce pool a ete initiale- 
ment caracterise par le Statens Serum tnstitut (SSI) 
de Copenhague (Danemark), puis utilise comme premier 
materiel de reference par I’OMS en 1975 [8]. Cette pre- 
paration a fait I’objet de deux etudes collaboratives, 
utilisant differentes methodes analytiques, parmi les- 
quelles la radioimmunoanalyse, I’immuno-diffusion radiale 
ou I’immuno-electrophorese [9,10]. Six laboratoires ont 
ainsi conclu qu’une unite represente approximativement 
1,21 ng d’AFP (1,02a 1,43ng) [11]. Cet etalon est distri- 
bue depuis le 1 er juillet 1 997 par le National Institute for 
Biological Standards and Controls (NIBSC), a Potter Bar, 
au Royaume-Uni. Chaque ampoule de cette preparation 
contient, par definition, 100000UI d’AFP, soit approxima- 
tivement 70 mg de proteine. La plage de recuperation 
recommandee par rapport a ce Premier Standard OMS pour 
I’AFP est comprise entre 90 et 110%. 

Codes NABM 

Marqueur tumoral : NABM 0320. 

Marqueurs de la trisomie 21 : NABM 4000. 

Dosage sur liquide amniotique : NABM 4020. 
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EDITORIAL 

La fin d’une belle aventure 

The end of a great adventure 


Ce numero de la revue IBS, I’un des moyens d’expression de 
I’Acorata, sera le dernier. 

Cet editorial s’adresse a nos fideles lecteurs pour expli- 
quer les raisons de ce retrait, mais aussi pour marquer les 
differentes etapes qui ont jalonne la vie d ’IBS depuis sa 
creation. 

Les raisons du retrait sont multiples : 

• la lourdeur de la tache de redacteur en chef qui decourage 
les vocations ; 

• le non-acces d ’IBS a Medline, et ses consequences sur le 
recrutement d’articles ; 

• le nombre excessif de revues de biologie clinique a 
I’origine de redondances; 

• la concurrence des organismes de developpement profes- 
sionnel continu (DPC) offrant des sessions de formation 
validantes ; 

• le desinteret des industries vis-a-vis de la revue. 

La seconde partie illustre le cote valorisant d’une entre- 
prise qui a du sa reussite a la conjonction d’une decision 
heureuse et des efforts continus d’une equipe. 

IBS vient d’atteindre sa vingt-sixieme annee 
(1987—2013). Pour bien suivre son parcours, il faut 
rappeler que ce titre est la propriete de I’Acorata, associa- 
tion selon la loi de 1901, creee en 1983 par une poignee de 
biologistes hospitaliers specialises en radio-immunologie. 

Cette entree de I’Acorata dans le paysage biologique 
francais coi'ncidait avec le developpement de tech- 
niques immunologiques non isotopiques. Ces dernieres, a 
quelques exceptions pres, ont supplante les dosages radio- 
immunologiques. 

Cette evolution etait ineluctable car il faut se souvenir 
qu’en 1983, seuls 120laboratoires hospitaliers (contre 
pres de 4000laboratoires d’analyses de biologie medicale) 
avaient acces aux techniques isotopiques. Dans la mesure 
ou le principe des immunodosages est le meme quel que 
soit le marqueur, il a paru logique de faire partager une 

0923-2532/$ - see front matter © 2013 Publie par Elsevier Masson SAS. 
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experience de plus de 20ans [1.2] 1 . Au fil des annees, 
la revue IBS a perdu sa marque initiate pour apporter sa 
contribution a la biologie clinique, a travers des rubriques 
concernant aussi bien la biologie specialisee (immuno- 
analyse, biologie moleculaire, techniques en -omique, etc.) 
que la biologie de terrain. 

Il est pour moi emouvant de parler de la periode 
1983—1987, qui peut etre consideree comme une periode 
pre- et neonatale pendant laquelle I’Acorata a mis en place 
une publication autogeree, appelee le « Trait d’Union ». Je 
tiens ici a rendre hommage a tous ceux qui lui ont donne de 
leur temps et de leur energie creatrice 2 . Toutes les opera- 
tions debouchant sur la diffusion en France du Trait d’Union 
ont ete realisees par ce groupe, qu’il s’agisse de la quete des 
manuscrits, de la relecture des articles, de la recherche de 
publicite, ou des relations avec I’imprimeur, de la creation 
du «chemin de fer» a la gestion du fichier pour les envois 
et meme a la maitrise de I’affranchissement postal. 

Cette activite, jointe a I’organisation d’un colloque 
annuel, a contribue a asseoir la notoriete de I’Acorata, ce 
qui explique I’interet, en 1987, d’un responsable des Edi- 
tions Elsevier, Alain Devanlay. 

Depuis cette date, nos relations professionnelles et 
humaines avec les Editions Elsevier Masson ont ete de qua- 
lite ; il est difficile de citer tous les noms des responsables 
qui, a des titres divers, ont contribue au renforcement et a 
I’amelioration de la revue. 

Je veux remercier Mathilde Docquin qui a materne le 
Comite de redaction pendant de nombreuses annees, ainsi 
que Christine Sempe et Olivier Chabot pour leur collabora- 
tion et leurs conseils, de meme que David Fournier et Jean- 
Marie Pinson pour leur gestion de la regie publicitaire. . . 


1 R.S. Yalow et S.A. Berson, dont je rappelle ici le travail, ont recu 
le prix Nobel de medecine en 1977. 

2 Citons Isabelle Collignon, Christine Ferriere, Yvonne Fulla, Jean 
Gueris, Marie-Liesse Piketty, Jean-Charles Ruiz, Marie-Helene Schla- 
geter, et Jean-Pierre Yvert (actuel President de I’Acorata). 
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Editorial 


Pendant toutes ces annees, nous avons suivi Elsevier dans 
sa quete d’espaces, depuis la rue des Plantes jusqu’a Issy- 
les-Moulineaux, en passant par la rue de Javel. 

Plusieurs redacteurs en chef se sont succede: 
1987—2003: Jacques Ingrand, 2004-2009: Bernard Poggi, 
2010—201 1 : Marc Bogard, 2012 : Anton Szymanowicz, 2013 : 
Jacques Ingrand. 

Les deux derniers ont connu les affres et les joies 
procures par le systeme EES, big brother que je consi- 
der maintenant avec objectivite; je n’oublierai pas 
de remercier Brigitte Gorsse, responsable de la produc- 
tion editoriale, pour son efficacite, et Amelie Fruchart 
(Elsevier France-support) pour sa patience envers les 
neophytes. 

En conclusion — et je reviens sur le titre de cet editorial 
— je veux dire qu’au-dela de la deception causee par la 
disparition d’une revue de qualite, il ne faut retenir que la 
reussite d’une initiative rendue possible par la cooperation 
d’hommes et de femmes motives par un meme objectif : 
viser le meilleur. 


Declaration d’interets 

L’auteur n’a pas transmis de declaration de conflits 
d’interets. 
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REVUES GENERALES ET ANALYSES PROSPECTIVES 

La polyarthrite rhumatoYde: apport de la biologie au 
diagnostic et au suivi therapeutique 

Diagnostic and predictive value of laboratory testing in rheumatoid 
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Summary Rheumatoid arthritis, among the most frequent autoimmune disease, is characte- 
rized by a chronic joint inflammation possibly leading to severe damage. Progression of the 
disease may be very quick, which demands an early diagnostic and administration of active 
drugs. The authors present the laboratory tests useful for the diagnosis and the therapeutic 
follow-up of rheumatoid arthritis 
© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 
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Resume La polyarthrite rhumatoYde (PR) est la maladie auto-immune la plus frequente et 
se caracterise par une inflammation chronique des articulations pouvant conduire a leur des- 
truction. Les formes severes se manifestent par une evolution rapide, d’ou la necessite d’un 
diagnostic precoce et la mise en route le plus tot possible d’un traitement adapte dans le but 
d’eviter des complications parfois irreversibles et le handicap. Cet article rapporte les examens 
de biologie medicale utiles pour le diagnostic, le suivi et la prise en charge therapeutique de 
la polyarthrite rhumatoYde. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Polyarthrite rhumatoYde 

La polyarthrite rhumatoYde (PR) est la maladie auto- 

* Auteur correspondant. immune la plus frequente et se caracterise par une 

Adresse e-mail : lucile.musset@psl.aphp.fr (L. Musset). inflammation chronique des articulations pouvant conduire 
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a leur destruction. L’inflammation de la synoviale entraine 
progressivement une deformation articulaire, puis une 
destruction de I’os et du cartilage. La PR est egale- 
ment une maladie systemique pouvant s’accompagner de 
manifestations extra-articulaires (cardiaques, pulmonaires, 
vasculaires, nerveuses, oculaires. . .) ayant parfois des reper- 
cutions sur le pronostic vital. Elle est presente dans tous 
les pays et toutes les ethnies et touche environ 0,5% de la 
population. Sa cause est inconnue, mais il existe un lien avec 
une predisposition genetique (HLA DRB1, sexe feminin), et 
des facteurs environnementaux (toxiques comme le tabac 
et/ou infectieux). Les formes cliniques de la PR sont mul- 
tiples. II existe des formes benignes et des formes severes. 
Devolution habituelle se fait par poussees inflammatoires 
plus ou moins intenses, pouvant conduire a une aggravation 
des lesions, avec atteinte d’autres articulations jusque-la 
indemnes. Les formes severes se manifestent par une evo- 
lution rapide, d’ou la necessite d’un diagnostic precoce et 
la mise en route le plus tot possible d’un traitement adapte 
dans le but d’eviter des complications parfois irreversibles 
et le handicap. Pour traiter tot, il faut diagnostiquer tot. 
Les progres realises en imagerie (echographie et IRM), en 
biologie medicale (auto-anticorps anti-peptides et proteines 
citrullines), et en therapeutique (biotherapies) ont consi- 
derablement change I’approche diagnostique et la prise en 
charge des patients et finalement le pronostic de la maladie. 
Dans sa pratique quotidienne, le rhumatologue est confronts 
a une grande diversite de pathologies, allant du myelome 
aux pathologies osteoarticulaires d’etiologies tres diverses, 
et aux maladies auto-immunes. Cet article rapporte les exa- 
mens de biologie medicale utiles pour le diagnostic, le suivi 
et la prise en charge therapeutique de la PR. 

Criteres de classification de la polyarthrite 
rhumatoYde 

Des criteres de classification avaient ete definis en 1987 par 
I’American College of Rheumatology (ACR). Ils reposaient 
essentiellement sur des arguments cliniques et radiologiques 
comme : 

• raideur matinale articulaire et periarticulaire, durant au 
moins une heure ; 

• arthrite touchant trois groupes articulaires ou plus avec 
gonflement articulaire (genoux, coudes, poignets, meta- 
carpophalangiennes [MCP], . .) ; 

• arthrite touchant les articulations de la main : MCP, poi- 
gnets, interphalangiennes proximales; 

• arthrites symetriques: atteinte simultanee des memes 
groupes articulaires bilateralement ; 

• presence de nodules rhumatoides ; 

• nodules sous-cutanes en regard des proeminences 
osseuses, des surfaces d’extension, ou des regions periar- 
ticulaires ; 

• modifications radiologiques avec erosions, decalcifica- 
tions osseuses des mains et des poignets. 

Pour la biologie, seul le facteur rhumatoYde (FR) faisait 
partie de ces criteres avec la denomination suivante : « mise 
en evidence d’une quantite anormale de FR dans le serum, 
par une technique dont le resultat est positif chez moins 


Tableau 1 Frequence des facteurs rhumatoides decelables 
par des techniques d’agglutination. 

Situation 

Frequence 

de 

detection 

Sujet normal (< 65 arts) 

<5% 

Sujet normal age (>65ans) 

5-10% 

Pathologies avec manifestations articulaires 

60-80% 

Polyarthrite rhumatoide 

Syndrome de Sjogren primitif 

70-90% 

Lupus erythemateux systemique 

25-40% 

Sclerodermie systemique 

20-30% 

Flepatite chronique auto-immune 

10-45% 

Connectivite mixte 

40-50% 

Sarco'fdose 

10-25% 

Endocardite bacterienne subaigue 

20-45% 

Pathologies sans manifestations articulaires 

Infections bacteriennes 

10-20% 

Infections virale (EBV surtout) 

20-60% 

Infections parasitaires (leishmaniose. . .) 

50-80% 

Cirrhose biliaire primitive 

50-60% 

D’apres Cahier de formation, Bioforma (1999) [2]. 



de 5% des sujets normaux». Ces criteres de classification 
devaient evoluer. En effet, les anomalies radiologiques sont 
parfois retardees de plusieurs mois par rapport aux donnees 
cliniques. Quant aux FR denommes ainsi car ils semblaient 
caracteristiques de la PR, ils peuvent etre deceles dans 
de nombreuses autres maladies, et manquent a la fois de 
sensibilite et de specificite (Tableau 1). Depuis 2010, de 
nouveaux criteres de classification ont ete proposes par 
I’ACR et I’European League Against Rhumatism (EULAR) 
[1]. Ils introduisent deux criteres de biologie distincts : 
des examens serologiques (dosages des FR et dosage des 
anticorps anti-proteines citrullinees), et des marqueurs 
seriques d’inflammation aigue (C-reactive proteine [CRP] 
et vitesse de sedimentation [VS]) (Tableau 2). 

De plus, le DAS28 « Disease Activity Score » devient un 
critere de mesure d’activite de la PR qui tient compte de 
Devaluation de la douleur et du nombre de synovites sur 
28 sites articulaires proposes par I’EULAR, de la valeur de la 
VS et de ^appreciation globale du patient sur une echelle 
visuelle analogique de 100mm. Il sera utilise pour suivre 
Devolution de la PR sous traitement. 

Examens de biologie utiles au diagnostic de la 
polyarthrite rhumatoYde 

Depuis 2010, comme Pimagerie (echographie et IRM), la bio- 
logie a pris une part grandissante dans le diagnostic de la PR. 
Ces examens de biologie comprennent, d’une part, des tests 
de biologie generate et, d’autre part, des tests de biologie 
specialisee utiles au diagnostic positif de la maladie mais 
egalement au diagnostic differentiel avec d’autres maladies 
auto-immunes, notamment le lupus erythemateux syste- 
mique, ou d’autres maladies infectieuse (arthrites virales, 
bacteriennes. . .). 
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Tableau 2 Polyarthrite rhumatoYde: criteres de classifi- 
cation de I’ACR/EULAR 2010 [1], Algorithme base sur un 
score obtenu en additionnant les criteres de A a D. Un score 
total superieur ou egal a 6/10est necessaire pour classer un 
patient comme ayant une PR definie. 

Criteres Scores 

Population cible : patients ayant au moins 
une articulation avec synovite non 
expliquee par une autre maladie 


A. Atteinte articulaire 

1 grosse articulation 0 

2-10 grosses articulations 1 

1 - 3 petites articulations 2 

4-10 petites articulations 3 

Plus de 10 articulations (avec au moins une 5 

petite articulation) 

8. Serologie (au moins une mesure est 
requise pour la classification) 

FR et APPC negatifs 0 

FR ou anti-ACPA faiblement positifs (< 3 N) 2 

FR ou anti-ACPA fortement positifs (> 3 N) 3 

C. Marqueur d’ inflammation aigue (au moins 
une mesure est requise pour la 
classification) 

CRP et VS normales 0 

CRP ou VS anormale 1 

D. Duree des symptomes 

<6semaines 0 

>6semaines 1 


ACR : American College of Rheumatology ; ACPA : anti- 
citrullinated protein antibody; APPC: anti-peptides ou pro- 
teines citrullines; CRP: C-reactive proteine; EULAR: European 
League Against Rhumatism; FR: facteur rhumatoYde; VS: 
vitesse de sedimentation ; PR : polyarthrite rhumatoYde. 

Examens de biologie generale 

S’agissant d’une maladie inflammatoire chronique, un 
bilan sanguin simple a la recherche de marqueurs de 
I’inflammation est necessaire. Ce sont au minimum un 
hemogramme (a la recherche d’une anemie souvent dis- 
crete), la VS a la premiere heure, et un dosage de CRP 
serique. Eventuellement, lorsque I’electrophorese des pro- 
teines seriques a ete realisee, on note une augmentation des 
alpha2-globulines en lien avec I’augmentation des proteines 
de I’inflammation. 

Examens de biologie specialisee 

Aux facteurs rhumatoides se sont ajoutes les anticorps 
anti-proteines et peptides citrullines ainsi que d’autres anti- 
corps. 

Facteurs rhumatoides et techniques de detection 

Les facteurs rhumatoides (FR) sont des auto-anticorps, 
principalement d’isotype IgM (parfois d’isotype IgG ou 
IgA), diriges contre le fragment Fc (la partie constante) 
d’lgG humaines et/ou animales. Leur detection est his- 
toriquement realisee par deux techniques: agglutination 


de particules de latex recouvertes d’lgG humaines (appe- 
lee test au latex) et hemagglutination passive utilisant des 
IgG de lapin fixees a la surface de globules rouges de 
mouton (appelee test de Waaler-Rose). Selon les criteres 
de I’ACR/EULAR de 2010, la recherche de FR doit etre 
quantitative de sorte que les tests semi-quantitatifs (agglu- 
tination sur lame ou immunodot) ne sont plus adaptes et 
sont a proscrire. Les techniques aujourd’hui preconisees 
sont des techniques nephelemetriques, turbidimetriques, ou 
immunoenzymatiques (de type Elisa), voire des techniques 
multiplex. Ainsi, pour la prescription, les termes de « latex » 
et de « Waaler-Rose » sont devenus obsoletes et doivent etre 
remplaces par le terme generique : « recherche de facteurs 
rhumatoides ». Les resultats sont exprimes en UI/mL a par- 
tir d’un etalonnage base sur le standard de I’OMS. Le seuil 
de positivite varie en fonction de la technique utilisee. La 
presence de FR a des taux eleves (superieur a trois fois la 
valeur seuil de positivite du test utilise) a une plus grande 
valeur diagnostique pour la PR. Les FR d’isotype IgG ou IgA 
sont exceptionnellement prescrits, ils sont realisables par 
technique Elisa ou multiplex. 

^interpretation des resultats de la recherche de FR doit 
etre replacee dans le contexte clinique ayant justifie sa 
recherche. En effet, ces IgM a activite anti-IgG ont ete appe- 
lees FR car elles semblaient autrefois caracteristiques de la 
PR. Cette notion est fausse. Les FR peuvent etre deceles 
dans de nombreuses autres maladies avec une frequence 
variable selon la technique utilisee et les cohortes etudiees 
(Tableau 1) [2]. La sensibilite du test varie egalement en 
fonction du stade de la maladie, et cette sensibilite est 
faible au stade precoce. Cependant, meme si les FR ne 
sont pas specifiques de la PR, leur recherche et quantifica- 
tion restent utiles pour la prise en charge d’un rhumatisme 
inflammatoire [1,3]. 


Auto-anticorps anti-peptides ou proteines citrullines 

Ces auto-anticorps ont recu successivement plusieurs appel- 
lations: anti-perinucleaires (1964), anti-keratine (1979), 
anti-stratum corneum, anti-filaggrine (1993), anti-peptides 
cycliques citrullines (anti-CCP), ou anti-peptides ou pro- 
teines citrullines (APPC) (2000) [4,5]. Ces anticorps ont 
comme cible commune des epitopes citrullines generes 
par la modification post-traductionnelle de differentes 
proteines, frequente au cours de I’inflammation. Cette 
modification est nommee domination ou citrullination et 
se fait grace a une enzyme, la peptidylarginine deiminase, 
au sein de la membrane synoviale [6]. 

Techniques de detection. Tous ces anticorps reconnaissent 
des epitopes peptidiques centres sur un residu citrullyl d’ou 
I’idee de produire un peptide de synthese (derive de la filag- 
grine humaine) qui soit citrulline et cyclise. Ce concept a 
ete brevete et commercialise pour la fabrication des tests 
de detection des anticorps appeles anti-CCP. Cette produc- 
tion industrielle aurait pu permettre une standardisation 
des techniques de detection de ces anticorps. II n’en est 
rien. En effet, la (pro)-filaggrine et ses variants sont absents 
du tissu synovial rhumatoYde et un nombre important de 
PR sont dites « seronegatives » vis-a-vis de ces anticorps 
avec ces tests dits de premiere generation. Ces observa- 
tions ont conduit scientifiques et industries a rechercher la 
presence d’anticorps contre d’autres proteines citrullinees 
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preserves dans le tissu synovial rhumatoi'de. Les depots de 
fibrine, porteurs d’epitopes citrullines sont une des carac- 
teristiques du tissu synovial rhumatoi'de et sont la cible des 
anticorps produits localement par les plasmocytes infiltrant 
ce tissu et participant au maintien de I’inflammation [6]. 
La vimentine citrullinee est egalement presente dans la 
synoviale des patients atteints de PR. C’est un constituant 
des filaments intermediates du cytosquelette, exprime dans 
de nombreuses cellules dont les chondrocytes. D’autres 
sources antigeniques ont ete developpees pour detecter 
les anticorps anti-proteines citrullinees: filaggrine de rat 
recombinante citrullinee, fibrinogene citrulline, vimentine 
citrullinee mutated citrullinated vimentin et collagene 
humain de type 1 citrulline [7,8]. Les tests commercialises 
aujourd’hui permettent de rechercher des anticorps anti- 
proteines et/ou peptides citrullines. La composition exacte 
des reactifs n’est pas connue, mais le terme d’anti-CCP est 
trap restrictif et devrait etre remplace par anti-proteines 
citrullinees ou ACPA pour anti-citrullinated protein antibody 
tel que recommande par I’ACR en 2010 [1], 

Les ACPA sont recherches par des techniques immunoen- 
zymatiques de type Elisa qui permettent leur quantification. 
En I’absence de standardisation, les unites sont des uni- 
tes arbitrages qui varient selon le reactif utilise, mais 
ces chiffres permettent de differencier les patients avec 
un taux faible et ceux avec un taux eleve (superieur a 
trois fois la valeur seuil de positivite du test utilise). 
Les tests d’immunofluorescence indirecte sur cellules de 
muqueuse buccale (anticorps anti-perinucleaires) ou coupes 
d’oesophage de rat (anticorps anti -stratum corneum ou filag- 
grine) ne sont pratiquement plus utilises car ils sont peu 
reproductibles et semi-quantitatifs. 


Autres auto-anticorps decrits dans la polyarthrite 
rhumatoi'de 

D’autres auto-anticorps associes a la PR ont ete decrits: 
auto-anticorps anti-alpha-enolase [9], anti-calpastatine 
[10], anti-glucose-6-phosphate isomerase (GPI), anti-RA 
33, anti-major microtubule organizing center (MTOC), 
anti-peptidyl arginine deiminase (PAD). Cependant, leurs 
performances diagnostiques (sensibilite, specificite) sont 
moins bonnes que celles des ACPA, et ils ne sont pas 
recherches en pratique courante. Recemment, I’analyse 
proteomique de liquides synoviaux de patients atteints de 
PR a defini un inventaire de proteines citrullinees dans 
I’articulation, denomme «citrullinome» [11]. Parmi ces 
proteines, I’apolipoproteine E, le myeloid nuclear differen- 
tiation antigen (MNDA) et la (3-actine sont montres comme 
des cibles du systeme immunitaire dans la PR. Pour chaque 
proteine, il existe des epitopes citrullines immunodominants 
et des tests multiplex utilisant des peptides immunodomi- 
nants issus de ces trois proteines seraient plus predictifs de 
PR que I’utilisation des peptides individuellement. 

D’autres auto-anticorps, distincts des ACPA et diri- 
ges contre des proteines modifiees par carbamylation 
(modification post-traductionnelle de residus lysine en 
homocitrulline) ont ete rapportes [12]. Ces anticorps anti- 
proteines carbamylees (anti-CarP) ont ete mis en evidence 
chez 45% des patients avec PR. Dans cette etude, parmi les 
patients avec PR mais sans ACPA, 30% avaient des anticorps 
anti-CarP d’isotype IgA et 16% d’isotype IgG (35% avaient 


Tableau 3 Sensibilite et specificite des anticorps anti-CCP, 
en fonction du stade de la maladie ([1,1 5]7). 


Sensibilite Specificite 
(%) (%) 


Phase initiale « pre-polyarthrite 

34 

98 

rhumato'fde » 



Phase d’etat - de 6 mois 

58 

94 

Phase d’etat + de 12 mois 

88 

93 

Anti-CCP : anti-peptides cycliques citrullines. 


I’un ou I’autre isotype). Ainsi, la recherche de ces anticorps 
pourrait avoir un interet chez les patients seronegatifs (sans 
anticorps anti-proteines citrullinees) mais cette notion doit 
etre renforcee par des etudes complementaires. 

Autres anticorps utiles au diagnostic differentiel 

Les anticorps anti-nucleaires (AAN), sont des auto-anticorps 
diriges contre des determinants antigeniques du noyau mais 
aussi du cytoplasme des cellules de I’organisme. Ces anti- 
corps sont successivement recherches par une technique de 
depistage (par immunofluorescence indirecte sur cellules 
humaines de type HEp-2), puis identifies a I’aide de tests 
specifiques. Le depistage renseigne sur le titre des anticorps 
et leur aspect de fluorescence. En cas de positivite (> 1 /80 e ), 
et quel que soit I’aspect, I’identification est realisee par 
des tests specifiques (Elisa, multiplex, immunodots. . .), 
toutes ces techniques ayant pour but d’identifier la ou les 
cibles antigeniques reconnues par ces AAN. Ces anticorps 
peuvent etre quantifies, selon la technique utilisee, mais 
en I’absence de standardisation, les resultats sont expri- 
mes en unites arbitrages (UA). Les AAN sont principalement 
recherches au cours de maladies auto-immunes non speci- 
fiques d’organes. Ils sont positifs dans 40a 50% des cas de 
PR. II n’existe pas des AAN specifiques de la PR et la pre- 
sence des AAN ne constitue pas un critere diagnostique de 
PR. Neanmoins, leur mise en evidence chez un patient por- 
teur d’une polyarthrite encore inclassee peut orienter vers 
un diagnostic de maladie auto-immune, done de PR. Dans ce 
cas, la recherche d’anticorps anti-ADN natif est en general 
negative. 

Valeur diagnostique des anti-proteines 
citrullinees et interpretation des resultats 

La valeur diagnostique des ACPA varie en fonction de leur 
taux, du stade et/ou de la duree devolution de la mala- 
die, des populations temoins etudiees, du seuil de positivite 
choisi et des methodes de detection utilisees (Tableau 3) 
[8,13—16]. Neanmoins, la caracteristique commune de ces 
tests est leur grande specificite diagnostique, allant de 93 a 
98%. En dehors de la PR, ils peuvent etre detectes chez des 
patients atteints de lupus (13%), de syndrome de Gougerot- 
Sjdgren (3—8%), de sclerodermie systemique (10—15%), 
d’hepatite auto-immune de type I (9%) ou d’hepatites chro- 
niques (25%) [14,17], De nombreux travaux ont montre que 
leur presence chez des patients atteints d’un rhumatisme 
infiammatoire debutant, encore non classe, est un marqueur 
predictif du developpement d’une PR surtout lorsque le titre 
est eleve. C’est dans ce contexte clinique qu’ils doivent etre 
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presents. II a ete montre que ces anticorps apparaissent tres 
precocement, voire meme precedent de plusieurs annees le 
debut de la maladie [6-8,13]. 

Les ACPA apparaissent plus precocement que les FR lors 
d’une PR [16,17]. Deux tiers des serums de PR sans FR 
contiennent des ACPA. La valeur predictive positive des 
deux anticorps associes est estimee en moyenne entre 91 et 
100%. La presence simultanee de FR et d’ACPA est parti- 
culierement predictive d’une progression rapide de la PR 
et de I’apparition d’erosions. Aussi, il est recommande de 
rechercher en parallele les FR et les ACPA, selon les recom- 
mandationsinternationales [1,3]. En effet, ces deux families 
d’anticorps ne sont pas recouvrantes. Its sont une aide pour 
le clinicien et orientent la prise en charge therapeutique. 

En pediatrie, les ACPA sont egalement utiles car ils sont 
presents dans les formes polyarticulaires d’arthrite juvenile 
idiopathique souvent associees aux FR. 

Quant a leur valeur pronostique, les ACPA sont associes 
le plus souvent aux formes severes et actives de la PR. Leur 
presence chez des patients ayant une PR recemment decou- 
verte est un marqueur predictif du developpement d’une PR 
erosive. Ils sont correles a certains parametres de severite 
(force de prise, raideur matinale des articulations, index 
fonctionnel, erosions articulaires, deformations des mains, 
presence de nodules sous-cutanes) et aux parametres de 
I’inflammation (VS, CRP). 

Examens de biologie utiles lors du suivi 
therapeutique 

Le traitement de la PR repose sur deux lignes therapeu- 
tiques : les anti-inflammatoires qui visent a maitriser les 
manifestations inflammatoires articulaires (traitement sus- 
pensif) et les traitements de fond dont le but est d’obtenir 
une remission (ou a defaut un controle de I’activite de la 
maladie), de prevenir les lesions structurales et le handi- 
cap fonctionnel, de limiter les consequences psychosociales 
et d’ameliorer ou de preserver la qualite de vie du patient 
[1,3,18]. Les modalites therapeutiques different en fonc- 
tion du stade evolutif de la maladie (stade initial ou stade 
d’etat). En premiere intention, en I’absence de contre- 
indication (nephropathie, hepatopathie, leucopenie, desir 
de grossesse, infection...), il est recommande de debuter 
le traitement de fond par le methotrexate. D’autres trai- 
tements de fond peuvent etre proposes en alternative : le 
leflunomide ou la sulfasalazine. L’ existence initiate de signes 
de severite (lesions structurales par exemple) peut faire 
envisager en premiere intention un traitement plus intensif : 
soit une biotherapie par anti-TNFa de preference en asso- 
ciation avec le methotrexate, soit I’association de plusieurs 
traitements de fond. La prevention des effets indesirables 
doit etre systematique. Ces traitements exigent tous, au 
minimum, une surveillance hematologique par numeration 
(risque d’agranulocytose, de thrombopenie) et hepatique 
par dosage des transaminases (risque de cytolyse). Le traite- 
ment de la douleur (par antalgiques ou anti-inflammatoires 
non sterofdiens) doit etre instaure et adapte en fonction de 
son intensite. Il existe differents algorithmes en fonction de 
I’activite et de I’evolutivite de la PR. L’emploi de drogues 
ciblees, telles que les anti-TNF-a, anti-cytokines (IL1 et IL6), 
anti-lymphocytes B CD20+ et anti-CTLA4-lg, bloque ou freine 


les deteriorations structurales radiographiques articulaires 
et induit une remission prolongee dans 30% des cas. Dans 
tous les cas, I’efficacite clinique est jugee sur des cri- 
teres d’activite cliniques (nombre d’articulations gonflees, 
nombre d’articulations douloureuses, duree de la raideur 
matinale, niveau global d’activite evalue par le patient, 
niveau global d’activite juge par le medecin) ; des criteres 
biologiques (VS et CRP)et le calcul du DAS28. 

L’ evolution du titre des FR et des ACPA ne semble pas etre 
correlee a devolution clinique. Leur normalisation n’est pas 
un objectif therapeutique. La repetition de leurs dosages 
n’est pas actuellement recommandee en dehors de proto- 
coles ou d’essais therapeutiques. 

Enfin, en cas d’utilisation de drogues ciblees (anti-TNF- 
a, anti-CD20. . .), la presence d’auto-anticorps diriges contre 
ces medicaments pourrait inhiber leur efficacite [19]. Tou- 
tefois, les etudes realisees a ce jour font etat de resultats 
non consensuels notamment quant a I’activite inhibitrice de 
ces anticorps sur la molecule utilisee. Ces dosages mis au 
point et commercialises ne sont pas de pratique courante, et 
des essais cliniques prospectifs sont en cours. A noter qu’au 
cours de ces biotherapies ciblees, utilisees dans le traite- 
ment de la PR ou non, la production des AAN, anti-ADN natif 
ou anti-cardiolipides a ete rapportee par plusieurs equipes, 
impliquant alors une prise en charge et une surveillance 
particuliere [20]. 

D’autres auto-anticorps non specifiques de la PR sont 
parfois observes : anti-Ro/SS-A, anti-cytoplasme des polynu- 
cleaires neutrophiles (ANCA), traduisant souvent la presence 
de certaines manifestations cliniques ou d’authentiques 
syndromes de chevauchement avec une autre affection 
auto-immune. 

Conclusion 

La recherche des ACPA constitue a ce jour le marqueur diag- 
nostique le plus specifique et le plus precoce de la PR. La 
recherche des FR reste neanmoins d’actualite car ces deux 
families d’auto-anticorps apportent des informations non 
redondantes en pratique clinique. En effet, il existe de rares 
cas de PR avec FR positifs sans ACPA. La presence d’ACPA 
chez des patients presentant une arthrite debutante permet 
non seulement de contribuer au diagnostic precoce d’une PR 
mais aussi de predire une evolution pejorative et ainsi de 
mettre en place plus rapidement des traitements adaptes 
susceptibles de controler la maladie et d’eviter I’apparition 
de lesions articulaires irreversibles. 
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Summary Extended-spectrum beta- lactamases (ESBL) appeared some years after the intro- 
duction in hospital environment of unhydrolysable or extended-spectrum cephalosporins (ESC). 
The first step (1985) for resistance to ESC was related to the well-known broad-spectrum 
beta-lactamases (TEM/SHV) modified by mutation(s) such as in location 1 04, 1 64, 238, 240 (TEM- 
types). Some years later, such resistance, particularly against 3GC was linked to emergence of 
novel enzymes e.g. BES-1, CTX-M-1 , PER-1 , SFO-1 , TLA-1 , Toho-1, VEB-1. . . Such emergence will 
not stop with the recent identification of the types BEL-1 and PME-1. Nevertheless, a pandemy 
of CTX-M types such as CTX-M-15is now characterized by isolation in community among E. coli 
strains from UTI. More recently was characterized a worldwide clone (025b: H4, ST 131) com- 
bining multiresistance to antibiotics and virulence. Finally, ESBL are strictly defined as class A 
enzymes transferable but susceptible to inhibitors e.g. clavulanate. So far in practice, their 
detection is simple when using the breakpoints, c and C recently proposed (< 1 mg/L and > 2 or 
4mg/L) in combination with a synergy test. The correct identification of an ESBL requires a 
molecular approach reserved to expert laboratory. 

© 2013 Published by Elsevier Masson SAS. 
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Resume Les beta- lactamases a spectre elargi ou etendu (BLSE) ont emerge peu de temps 
apres (’introduction des cephalosporines de troisieme generation (C3G). II s’agissait dans un 
premier temps (1985) de penicillinases connues (TEM/SHV) ayant modifie leur affinite pour les 
beta-lactamines dont les C3G par mutation(s) (par exemple: positions 104, 164, 238, 240 pour 
les enzymes de type TEM). Quelques annees plus tard, cette resistance, en particulier aux C3G, 
etait en relation avec de nouvelles BLSE telles BES-1, CTX-M-1, PER-1, SFO-1, TLA-1, Toho-1, 
VEB-1 ... Cette emergence de nouveaux types ne devait plus s’arreter avec les deux dernieres : 
BEL-1, PME-1. Neanmoins, une veritable pandemie mondiale est maintenant observee avec la 
diffusion preferentielle des types CTX-M dont CTX-M-1 5, en particulier en milieu communautaire 
chez des souches de E. coli d’origine urinaire. Plus recemment, a ete identifie un clone pande- 
mique (025b:H4, ST 131) pouvant associer la multiresistance aux antibiotiques a la virulence. Les 
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BLSE se definissent comme des enzymes de la classe A transferables, done sensibles aux inhibi- 
teurs enzymatiques (acide clavulanique). En pratique de laboratoire, leur detection est simple 
d’autant que les concentrations c et C ont ete recemment abaissees (< 1 mg/L et > 2 ou 4 mg/L) 
en combinant un test de synergie. Leur identification precise ne peut etre que moleculaire et 
done, reservee a des laboratoires specialises. 

© 201 3 Publie par Elsevier Masson SAS. 


Introduction 

Les beta-lactamines constituent une famille d’antibiotiques 
tres largement prescrite en clinique qui agissent en inhibant 
la biosynthese du peptidoglycane, principal constituant de 
la paroi bacterienne par fixation preferentielle a diverses 
proteines liant les penicillines (PLP/PBP), enzymes impli- 
quees dans cette synthese. Chez les bacilles a Gram-negatif 
(BGN), trois types de mecanismes de resistance, princi- 
palement acquise, ont ete identifies: la faible affinite 
pour les PLP, les phenomenes d’impermeabilite et d’efflux, 
et surtout I’inactivation enzymatique par des proteines, 
denommees beta-lactamases en raison de leur affinite pour 
le noyau beta-lactame. Au fur et a mesure de I’introduction 
des beta-lactamines ont emerge divers types enzyma- 
tiques. Ainsi, dans les annees 1965, peu apres I’introduction 
de I’ampicilline mais aussi des cephalosporines de pre- 
miere generation ont emerge les premieres beta-lactamases 
(broad-spectrum) denommees penicillinases (TEM-1/2, PIT- 
2/SHV-1) chez diverses enterobacteries lors d’infection 
urinaire telles Escherichia coli, Proteus mirabilis. . . Leur 
determinisme genetique de type transposon porte sur divers 
plasmides a permis une large diffusion dans le monde 
bacterien (Pseudomonas aeruginosa dans les annees 1970, 
Haemophilus influenzae dans les annees 1 975, puis Neisseria 
gonorrhoeae, plus tard Acinetobacter baumannii). II conve- 
nait devant ce phenomene epidemique de resistance acquise 
de proposer des alternatives therapeutiques par la decou- 
verte soit d’inhibiteurs enzymatiques (acide clavulanique, 
par exemple), soit de nouveaux composes d’hemisynthese 
non hydrolysables tels les extended-spectrum cephalospo- 
rins developpes dans les annees 1975 a 1980avec une 
activite intrinseque tres amelioree : ainsi pour E. coli, la CMI 
moyenne du cefuroxime etait de 0,5 mg/L alors qu’elle pas- 
sait a 0,03 mg/L pour le cefotaxime, d’ou un classement 
sous le vocable de cephalosporines de troisieme genera- 
tion ou C3G et de quatrieme generation ou C4G. Celles-ci 
se caracterisent par une plus grande stabilite vis-a-vis des 
cephalosporinases. 

Malheureusement, leur utilisation intensive en milieu 
hospitalier des les annees 1980, en particulier dans les 
services de soins intensifs a ete suivie de I’emergence 
en Allemagne en 1983, de souches de Klebsiella pneumo- 
niae de sensibilite diminuee, puis dans les annees 1985en 
France mais aussi en Tunisie avec les premiere souches 
de Salmonella [1,2]. Ce phenoneme de souches de sensi- 
bilite diminuee aux C3G (deux tiers des souches avec des 
CMI <4 mg/L) a ete d’autant perceptible dans notre pays 
qu’un test de depistage bacteriologique simple (synergie) 
permettait de reperer ces souches dans presqu’une ving- 
taine d’hopitaux francais des 1988 (Fig. 1) [3]. 

L’identification de nouveaux types ou alleles ne devait 
plus s’arreter (www.lahey.org/studies/webt.htm) ainsi que 


I’emergence de nouvelles beta-lactamases responsables de 
cette resistance aux penicillines et surtout aux C3G/C4G. 

Definitions 

Definition historique de 1989 

Les Extended-Spectrum Beta- lactamases (ESBL) sont des 
beta-lactamases transferables mutees de la classe A 
(TEM/SHV) qui ont alors une affinite augmentee pour 
diverses beta-lactamines dont les C3G [2]. 

Malheureusement, trois ans apres, ont ete denommees 
ESBL, des enzymes transferables de la classe C tels BIL-1, 
CMY-1, MIR- 1 responsables, il est vrai, de la resistance aux 
C3G mais aussi de nouveaux types appartenant a la classe A 
tel CTX-M et MEN-1 [1], 

II convient de preciser que quatre classes moleculaires 
de beta-lactamases ont ete identifies des les annees 1980 : 
la classe A comprenant des penicillinases, la classe B, des 
carbapenemases, la classe C des cephalosporinases et enfin 
la classe D, des oxacillinases. Enfin les classes A, C et D 
sont des serines enzymes alors que la classe B inclut des 
metallo-enzymes [4]. 

Le terme de beta-lactamases a spectre elargi ou etendu 
(BLSE) a ete propose en 1988, puis quelques annees apres, 
est apparu celui de beta-lactamases a spectre etendu [2,3]. 
La preference de I’une ou I’autre appellation varie selon le 
pays francophone. 

Le succes de ce type d’enzymes ne devait plus 
s’arreter avec I’identification de nombreuses BLSE decrites 
a travers le monde representant alors un probleme 



Figure 1 Klebsiella pneumoniae de sensibilite diminuee aux 
C3G : premiere synergie. Caz : ceftazidime ; CRO : ceftriaxone ; 
TIM: association de ticarcilline et d’acide clavulanique. 
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majeur de sante publique (consulter la base de donnees : 

www.lahey.org/studies/webt.htm). 

Definition actuelle 

Concernant la resistance acquise aux C3G, plusieurs pro- 
positions d’inclure sous le terme ESBL ou BLSE, des 
beta-lactamases appartenant aux quatres classes (A, B, 
C, D) sont a rejeter a cause de I’importance clinique ou 
de ^interpretation a donner pour I’antibiogramme [4,5]. 
Aussi, la denomination de BLSE ne doit s’appliquer qu’a 
des enzymes appartenant a la classe moleculaire A et au 
groupe fonctionnel 2be [5]. C’est-a-dire que le traitement 
a I’aide de cephamycines et de carbapenemes reste pos- 
sible. II y a done lieu de distinguer les enzymes des classes B 
(metallocarbapenemases), C (cephalosporinases) et D (oxa- 
cillinases) des BLSE de classe A (cf. Spectre d’inactivation). 
Dans ce cas, la sensibilite des BLSE est habituelle vis-a- 
vis des inhibiteurs enzymatiques tel I’acide clavulanique et 
done detectables en pratique au laboratoire (cf. Detection). 

Plusieurs auteurs ajoutent dans les BLSE des enzymes de 
la classe D. II existe, en effet, des oxacillinases a spectre 
elargi qui ont evolue par mutation ; neanmoins, il convient 
d’avoir a I’esprit la definition actuelle de Bush et al. [5—7]. 

Spectre d’inactivation et interpretation 

Le Tableau 1 resume le comportement habituel des beta- 
lactamines en fonction de la classe de beta-lactamases (A, B, 
C, D) et des principaux types d’enzymes au sein de celles-ci. 

Lors d’un phenotype de resistance de type penicillinases 
(PASE), il y a lieu de distinguer entre les enzymes de la 
classe A, sensibles aux inhibiteurs enzymatiques, acide cla- 
vulanique ou tazobactam par exemple de celles resistantes 
comme les PASES de la classe D. 

Lors de resistance aux C3G (cefotaxime, ceftriaxone, 
ceftazidime), il y a des differences de comportement en 
particulier pour les C4G entre BLSE, cephalosporinase hyper- 
produite (CASE HP), cephalosporinase a spectre elargi (CASE 
SE) et carbapenemase (CARB) (Tableau 1). 

Si I’hyperproduction de la CASE (mutation du gene regu- 
lateur amp D et non celui de structure ampC) s’individualise 
par une resistance a diverses beta-lactamines dont la ticar- 
cilline, la piperacilline, les cefamycines, les C3G ou encore 
I’aztreonam, quelques beta-lactamines restent epargnees 
telles meciUinam, C4G (cefepime, cefpirome) et carbape- 
nemes (imipeneme par exemple). Cependant, a emerge 
depuis quelques annees en clinique, la resistance acquise 
aux C4G, initialement en France, puis dans d’autres pays par 
obtention de mutants de CASE ayant une meilleure affinite, 
d’ou le terme de CASE a spectre elargi ou encore extended- 
spectrum AmpC (ESAC) [8]. Les rares souches cliniques 
isolees (Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Ser- 
ratia marcescens, Citrobacter freundii, A. baumannii ou 
encore E. coli) sont souvent hyperproductrices de leur 
cephalosporinase chromosomique, par ailleurs modifiee soit 
par mutation ponctuelle, soit par deletion de plusieurs bases 
(9 a 12), au niveau de la region codante de I’AmpC, dite 
helice alpha 10 [9], Des mutants ponctuels in vitro ont deja 
ete rapportes et etaient lies a des substitutions d’acides 
amines dans la meme region du gene ampC. Ces deux types 


de modification genique diminuent le Km de I’enzyme qui 
a pour effet, d’augmenter le rapport k(cat)/K(m) vis-a-vis 
par exemple du cefepime. Ces mutants de CASE sont encore 
rares. 

Finalement, on retiendra quelquefois la difficult^ 
d’interpreter en raison de I’existence de certaines associa- 
tions de mecanismes de resistance (cf. Detection). 

Types de beta-lactamases a spectre elargi ou 
etendu 

Premieres beta- lactamases a spectre elargi ou 
etendu de type TEMnoniera (TEM) et sulfi hydroxyl 
variable (SHV) 

De nombreux mutants deTEM-1 /2 (plus de 190) ont ete iden- 
tifies avec un phenotype BLSE (www.lahey.org/Studies/). 
Bien que frequemment retrouves chez E. coli et 
K. pneumoniae, ces BLSE ont ete aussi observees parmi 
d’autres especes d’enterobacteries comme E. cloacae, 
P. mirabilis ainsi que chez P. aeruginosa. En France dans les 
annees 2000, les BLSE les plus frequentes appartenaient 
bien au groupe TEM comme TEM-3chez diverses especes 
d’enterobacteries, le groupe sulfi hydroxyl variable (SHV) 
etant peu represente de meme que celui CTX-M (<6,2% 
des souches productrices de BLSE de type SHV) [10—12]. 
En revanche, ces enquetes ont indique la predominance 
du type TEM-24chez E. aerogenes. Les mutations res- 
ponsables de I’elargissement ou I’extension du spectre 
sont retrouvees au niveau de quatre hot spots de I’enzyme 
(residus 104, 164, 238 et 240selon la numeration de Ambler) 
(www.lahey.org/Studies/). Certains mutants de TEM ont 
ete identifies, en fait, dans d’autres hot spots entrafnant 
une affinite diminuee pour les beta-lactamines presentant 
ainsi une diminution de sensibilite aux inhibiteurs enzy- 
matiques, acide clavulanique par exemple. On parlera 
de beta-lactamases TEM resistantes aux inhibiteurs (TRI) 
ou inhibitor resistant TEM (IRT). Enfin, de rares mutants 
presentent des substitutions propres aux BLSE et aux 
TRI /IRT, le terme de beta-lactamases complex mutant TEM 
(CMT) est utilise. 

Simultanement ont ete decouverts les derives ou 
mutants de SHV-1 (>160), enzyme chromosomique chez 
K. pneumoniae, cousine de PIT-2 ou encore OHIO-1, les 
BLSE SHV-5et SHV-1 2 etant les mutants les plus frequents 
en Europe. Ces BLSE ont ete detectees parmi de nom- 
breuses enterobacteries (notamment K. pneumoniae) mais 
aussi chez P. aeruginosa et Acinetobacter spp. Comme les 
variants de TEM, les substitutions d’acides amines dans 
SHV-1 (68% d’identite avec TEM-1) ont lieu classiquement 
au niveau de quelques residus, notamment 238 et 240 
(www.lahey.org/Studies/). 

Outre les mutants de TEM ou SHV dont le nombre 
est devenu consequent, d’autres types enzymatiques ont 
emerge quelques annees apres et sont meme devenus pre- 
ponderants comme le groupe CTX-M (Tableau 2) [6,7,12]. 

Nouvelles beta-lactamases a spectre elargi ou 
etendu du groupe cefotaximase-Muenchen 

Le type cefotaximase-Muenchen (CTX-M) conferait a 
I’origine, chez les enterobacteries, un plus haut niveau 
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Tableau 1 Beta-lactamines : comportement habituel en fonction du type de beta-lactamase. 



PASE 

BLSE 

CASE 

CASE HP 

CASE SE 

CARB 

Amoxicilline 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Amoxicilline + AC 

S/l/R 

S 

R 

R 

R 

R 

Ticarcilline 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

Ticarcilline + AC 

S/l/R 

S 

S 

R 

R 

R 

Piperacilline 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

Piperacilline + PTZ 

S/l/R 

S 

S 

R 

R 

R 

Cefalotine 

l/R 

R 

R 

R 

R 

R 

Cefamandole 

l/R 

R 

S 

R 

R 

R 

Cefuroxime 

S/I 

R 

S 

R 

R 

R 

Cefoxitine 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

Cefotaxime 

S 

R 

S 

R 

R 

R 

Ceftazidime 

S 

R 

S 

R 

R 

R 

Cefepime 

S 

R 

S 

S 

R 

R 

Cefpirome 

S 

R 

S 

S 

R 

R 

Aztreonam 

S 

R 

S 

R 

R 

V 

Imipeneme 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

Meropeneme 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

Ertapeneme 

S 

s 

S 

S 

S 

R 


PASE : penicillinase; BLSE: beta-lactamase a spectre elargi/etendu; CASE: cephalosporinase inductible; CASE HP: cephalosporinase 
hyperproduite ou plasmidique ; CASE SE : cephalosporinase a spectre elargi/etendu ; CARB : carbapenemase ; R : resistant ; S : sensible ; 
I : intermediate; AC: acide clavulanique ; PTZ : tazobactam. 


de resistance au cefotaxime (ou ceftriaxone) cefe- 
pime et aztreonam qu’a la ceftazidime [13]. Certains 
types ont recu a I’origine, d’autres denominations tels 
MEN-1 (malade italien hospitalise en France), FEC-1 et 
Toho-1 au Japon (fecal E. coli et nom de I’universite) 
(Tableau 2). 


Certaines d’entre elles ont ensuite evolue vers un haut 
niveau de resistance a la ceftazidime telles les enzymes 
CTX-M-1 5, CTX-M-16, CTX-M-19, CTX-M-23ou encore CTX- 
M-32derivant par simple mutation (Asp240Gly) de CTX-M-1 
[13]. Ce groupe d’enzymes rencontre chez diverses especes 
de bacilles a Gram-negatif telles enterobacteries (£. coli, 


Tableau 2 Decouverte des autres beta-lactamases a spectre elargi ou etendu transferables : quelques caracteristiques. 


BEL-1 

P. aeruginosa 

BES-1 

S. marcescens 

CTX-M-1 

E. coli 

CTX-M-2 

S. typhimurium, V. cholerae 
Enterobacteries 

FEC-1 

E. coli 

GES-1 

K. pneumoniae, P. aeruginosa 

GES-9 

P. aeruginosa 

IBC-1 

E. cloacae 

MEN-1 

E. coli 

OXY-1 

K. oxytoca, K. pneumoniae 

PER-1 

P. aeruginosa 

E. coli, S. typhimurium 

A. baumannii 

PER-2 

S. typhimurium 

V. cholerae 

PME-1 

P. aeruginosa 

RTG-4 

A. baumannii 

SFO-1 

E. cloacae 

TLA-1 

E. coli 

Toho-1 

E. coli 

Toho-la 

S. flexneri 

VEB-1 

E. coli, K. pneumoniae 

P. aeruginosa 


Belgique (2004) 

Bresil (1996) 

Allemagne (1989), Portugal (2003) 

Argentine (1992) 

Argentine (1992), Israel (1992), Bresil (1997), France (1997) 
Japon (1986) 

France-Guyane (1998), Portugal (1999), France (2001) 
France (2004) 

Grece (1999) 

France (Italie) (1989) 

Espagne (2008) 

France (1991), France (2001) 

Turquie (1992) 

Turquie (1995?), France (1998) 

Argentine (1990) 

Argentine (1992) 

Etats-Unis (2008) 

France (2007) 

Japon (1988), Espagne (2011) 

Mexique (1991 ) 

Japon (1993) 

Argentine (> 1995) 

France (Vietnam) (1996) 

Thailande (1999) 
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K. pneumoniae, P. mirabilis, Salmonella enterica, Shigella 
sp.) ou autres (Vibrio cholerae) va connaTtre un extraordi- 
naire essor [6,7,13]. 

La phylogenie de ces nouvelles BLSE montre un 
regroupement au sein de branches avec les groupes 
CTX-M-1 , CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9et CTX-M-25 
(www.lahey.org/studies/inc_webt.asp). Les analyses 
genetiques ont montre que les genes progeniteurs appar- 
tiennent au genre Kluyvera, enterobacteries d’isolement 
tres rare en bacteriologie medicale (Fig. 1) [13]. Ainsi, 
le phylum CTX-M-2 derive de la beta-lactamase naturelle 
de Kluyvera ascorbata [14]. L’environnement genetique 
de plusieurs CTX-M a permis de decouvrir I’existence de 
structures genetiques inconnues telle sequence d’insertion 
ISEcpI apportant un promoteur ou encore l’orf513ou 
insertion sequence common region (ISCR1) [13]. Enfin, 
on retrouve souvent de part et d’autre du gene beta- 
lactamase, des regions correspondant au chromosome 
du progeniteur confirmant la mobilisation de tels genes 
chromosomiques. Si le mecanisme exact de la mobilisation 
de ces genes est encore mal precise, il reste la question 
essentielle du lieu de capture de ces genes : environnement 
hydrique, tellurique, alimentaire. 

Les toutes dernieres beta- lactamases a spectre 
elargi ou etendu 

Les toutes dernieres BLSE (Tableau 2), caracterisees par 
un haut niveau de resistance a la ceftazidime et parfois a 
I’aztreonam plutot qu’au cefotaxime, ont une distribution 
moins large que le groupe precedent [6,7]. Dans ce groupe 
sont individualisees BEL-1 (Belgium Extended Spectrum), 
BES-1 (Brazilian Extended Spectrum), GES-1 (Guyana Exten- 
ded Spectrum), OXY-1 (K. oxytoca), PME-1 (Pseudomonas 
aeruginosa), PER-1 (Pseudomonas Extended Spectrum), SFO- 
1 (Serratia fonticola), TLA-1 (Tlahuicas, tribu mexicaine)ou 
encore VEB-1 (Vietnam Extended Spectrum) (Tableau 1). Des 
enzymes proches de GES-1 ont ete decouvertes en Grece, 
denommees a tort integron borne cephalosporinase (IBC) 
(IBC-1, IBC-2), ce nom d’enzyme caracterisant celles de la 
classe C, et non A. 

La denomination de certaines de ces nouvelles enzymes 
rend compte d’une distribution geographique preferen- 
tielle. Ainsi, I’enzyme BEL-1 n’est rapportee a ce jour qu’en 
Belgique, VEB-1 est tres repandue dans le Sud-Est Asiatique. 
Enfin, TLA-1 n’a ete observe qu’au Mexique. En revanche, 
I’enzyme plasmidique TLA-2 a ete identifiee dans une bacte- 
rie inconnue a partir d’eaux de traitement de plantes usees 
en Allemagne en 2002 [6]. 

Neanmoins, certaines d’entre elles peuvent etre obser- 
veesen France comme PER-1 , GES-1 etmeme sous une forme 
epidemique tel VEB-1 chez A. baumannii [6]. 

Certaines BLSE sont tres rares, mais elles temoignent 
des possibilites de mobilisation de genes chromosomi- 
ques d’especes environnementales. Ainsi, la beta-lactamase 
plasmidique SFO-1 n’a ete identifiee qu’a trois reprises 
chez des souches de E. cloacae au Japon et plus recem- 
ment, en Espagne ou encore en Chine chez des souches 
de K. pneumoniae [15,16]. Cette enzyme presente la 
particularity d’etre quelquefois inductible et d’avoir 
pour progeniteur, une enterobacterie d’isolement rare en 


bacteriologie medicale, I’espece Serratia fonticola. La 
beta-lactamase chromosomique de K. oxytoca (bla 0 w) vient 
d’etre identifiee sur un plasmide dans une souche de 
K. pneumoniae en Espagne [17]. 

En effet, les genes correspondant a ces BLSE sont le 
plus souvent retrouves dans des structures de type integron 
comme genes cassettes (VEB-1, GES-1, GES-3. ..) et done, 
sous la dependance de promoteurs situes a I’extremite 3' 
du gene de I’integrase. L’insertion d’une Insertion Sequence 
(IS) peut generer une synthese augmentee. 

La Fig. 2 illustre I’etonnante diversity des beta- 
lactamases de classe A dont celles de type BLSE. Les 
homologies de sequences peptidiques entre elles sont quel- 
quefois faibles (< 30%), car les genes peuvent etre mobilises 
d’especes bacteriennes tres differentes. Par ailleurs, elles 
illustrent le potentiel d’adaptation de ces enzymes entre, 
par exemple, les types TEM/SFIV et celles de type CTX- 
M, compte tenu de tres nombreux alleles identifies (plus 
de 300actuellement pour ceux de type TEM/SHV et. ..) 
(www.lahey.org/studies/webt.htm). 

Epidemiologie 

Jusqu’a la fin des annees 1990, la majorite des BLSE identi- 
fies etaient des mutants de TEM- 1 /2 ou SHV- 1 . Les souches 
productrices etaient souvent associees a des epidermis 
nosocomiales, notamment dans les unites de soins intensifs 
ou service de reanimation. La prevalence des BLSE etait plus 
forte chez K. pneumoniae que chez E. coli. Enfin, les princi- 
paux facteurs de risque avaient ete identifies : admission en 
reanimation, hospitalisation prolongee, chirurgie abdomi- 
nale, catheterisme IV, sondage urinaire, ventilation assistee, 
hemodialyse, plusieurs cures d’antibiotherapie dont celles 
avec les C3G [1,7,18]. 

Les souches productrices des nouvelles BLSE ont ete ini- 
tialement rapportees de facon plus ou moins sporadique a la 
fin des annees 1980 et au debut de 1990 en Europe (MEN-1, 
CTX-M-1, PER-1), au Japon (SFO-1, Toho-1) et en Argentine 
(CTX-M-2, PER-2) ou encore au Mexique (TLA-1) [6,8]. 

A partir de 1995, les « nouvelles » BLSE dont les 
types CTX-M ont alors emerge de facon explosive chez 
les enterobacteries et la situation epidemiologique a 
considerablement evolue au niveau planetaire, d’ou le 
terme de « pandemic CTX-M » accompagnee de taux 
de prevalence consequents, par exemple chez E. coli 
(30—90%) et K. pneumoniae (10—60%) dans divers pays 
dont I’Espagne, I’ltalie, la Coree du Sud ou encore Taiwan 
[18,19]. La situation francaise montre une forte augmen- 
tation de la resistance au cefotaxime. Ainsi chez E. coli, 
elle est passee de 0,8% a 8,2% entre 2002 et 2011 et 
chez K. pneumoniae de 4,1% en 2005a 25,3% en 2011 
(www.ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/TESSy/ 
Pages/TESSy.aspx). Si la prevalence de ce type de beta- 
lactamases est plus elevee en milieu hospitalier, quelques 
enquetes francaises precisent mieux la situation en pratique 
de ville, en particulier I’enquete nationale diligentee par 
I’ONERBA sur une periode de deux mois en 2006 montre 
une prevalence faible de 1,1% avec une majorite de 
E.coli (66,7%) de type CTX-M dont CTX-M-15 [10-12,20], 
Pour ce dernier type enzymatique, il s’agissait du meme 
clone epidemique (phylogroupe B2, ST 131, serotype 


292 


A. Philippon 



Figure 2 Phylogramme de 84 sequences peptidiques de beta- lactamases appartenant a la classe A (alignement multiple Muscle, 
phylogeny PhyM et TreeDin: www.phylogeny.fr). Beta- lactamases de bacteries a Gram-positive (en bleu); BLSE transferables (en 
rouge) ; BLSE chromosomiques (en vert). 


025b) [21-23]. L’enquete transreseaux de I’ONERBA de 
2009 pour evaluer la prevalence d’enterobacteries pro- 
ductrices de cephalosporinases plasmidiques precise aussi 
les prevalences de BLSE: 4% (E.coli), 7% (P. mirabilis), 
13% (K. pneumoniae)... (RICAI 2009, session ONERBA, 
www.onerba.org/spip.phpfarticle80). 

La plus large diffusion actuelle des CTX-M a consi- 
derablement change I’epidemiologie des BLSE a I’hopital 
mais aussi dans la communaute [18,19,24]. Ainsi curieuse- 
ment, la majorite des souches BLSE+appartiennent plutot 
maintenant a I’espece E. coli, responsables defections 
communautaires, notamment urinaires avec la diffusion 
d’un clone pandemique ST131 025b:H4pouvant associer la 
multiresistance aux antibiotiques a la virulence [22,23]. 
D’autres facteurs de risque ont ete identifies statis- 
tiquement tel la prescription d’antibiotiques dont des 
fluoroquinolones, un sejour en maison de retraite, un 
age de plus de 65ans [23,24]. Cependant un tiers des 
patients n’avait jamais eu d’antecedents de soins recents. 
Une etude recente en region parisienne vient d’indiquer 
I’augmentation importante ( x 10) des porteurs sain de BLSE 
[25]. 

Enfin, les mecanismes de diffusion de ces CTX-M semblent 
plus complexes qu’avec les types TEM/SHV, mettant en jeu 
la diffusion epidemique de plasmides et/ou d’autres ele- 
ments genetiques mobiles (ISEcpI, ISCR1). 

Pour memoire, les autres BLSE, meme de type PER, 
VEB, GES. . . restent plus rares aussi bien en France que 
dans d’autres pays (excluant les pays de predilection) 


et sont principalement rapportees chez P. aeruginosa et 
A. baumannii bien qu’identifiees chez diverses especes 
d’enterobacteries [6,7]. 

Cette emergence mondiale des BLSE n’epargne pas 
les pays en developpement comme en Afrique. Plusieurs 
situations chez S. enterica illustrent cet autre probleme 
de sante publique en Europe avec d’une part, I’epidemie 
a Salmonella Kentucky multiresistante (MDR) chez des 
touristes et d’autre part, celle de serotypes inhabituels liee 
a I’adoption d’enfants [26—29]. 

Un autre aspect des BLSE qui apparait preoccupant 
est celui en relation avec des souches d’origine animale, 
reflet de I’abus vraisemblable d’antibiotiques dans certaines 
regions du globe comme I’Asie [30]. On n’oubliera pas que 
les plasmides dits CTX-M portent souvent d’autres genes de 
resistance (anciens aminosides, tetracyclines, sulfamides, 
trimethoprime), d’ou la notion de co-resistance et co- 
selection. Par ailleurs, nombre de souches productrices de 
CTX-M sont resistantes aux fluoroquinolones (FQ) suite d’une 
part, a une ou plusieurs mutations (topoisomerases chro- 
mosomiques) et d’autre part a la diffusion de determinants 
plasmidiques associes tels Qnr et AAC(6')-lb-cr [28]. II est a 
noter que cette derniere enzyme, mediatrice de la resis- 
tance aux aminosides dont la gentamicine, a recemment 
evolue par mutation pour generer une enzyme bifonc- 
tionnelle active a regard de certaines fluoroquinolones, 
ciprofoxacine par exemple. D’autres determinants plasmi- 
diques de cette resistance transferable aux FQ viennent 
d’emerger dans plusieurs continents tels OqxAB, QepA [31]. 
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Figure 3 Synergies : modalites de detection des BLSE. 1 : amoxicilline + acide clavulanique ; 2 : ticarcilline + acide clavulanique ; 
3: ceftazidime; 4: cefotaxime; 5: aztreonam ; 6: piperacilline + tazobactam. Les fleches blanches indiquent les synergies. En A 
{P. aeruginosa), B (P. aeruginosa), C, D, E (enterobacteries) : tests par diffusion. En F (£. aerogenes) : test avec un melange de C3G 
et d’acide clavulanique (disques OxoYd). 


Enfin, il convient d’indiquer que I’association de plu- 
sieurs beta-lactamases a mediation plasmidique n’est plus 
exceptionnelle aussi bien chez I’homme que chez I’animal 
telles BLSE associee a une cephalosporinase plasmidique 
(CMY-2, DHA-1 par exemple), voire a une carbapenemase 
[7,16,32,33], 

Detection — Interpretation 

Historiquement, I’expression phenotypique des premieres 
BLSE posait probleme en raison d’une expression insuf- 
fisante de la resistance aux C3G par rapport a la 
concentration critique (c) de 4mg/L proposee a I’epoque 
par le CA-SFM. La proposition europeenne recente des 
concentrations suivantes (c< 1 mg/L, C>2ou 4mg/L) ame- 
liore de maniere consequente I’individualisation des 
souches resistantes ou intermediates par ce meca- 
nisme (http://www.sfm-microbiologie.org/). Cependant, 
leur detection directe peut etre necessaire pour des raisons 
epidemiologiques ou d’ hygiene, elle reste basee sur la mise 
en evidence d’une synergie (enzymes de la classe A), par 
exemple entre un disque de C3G (cefotaxime, ceftazidime 
et/ou aztreonam) et un disque d’Augmentin® (methode de 
diffusion), la distance separant les disques etant de 30 mm, 
centre a centre. La Fig. 3 montre des exemples differents 
de synergie selon le niveau de resistance et le type de 
BLSE teste (TEM, SHV, CTX-M). On notera que la detection 


de la BLSE peut etre negative avec une C3G, par exemple 
la ceftazidime mais positive avec I’aztreonam (voir A et 
C). A I’inverse, la cefotaximase CTX-M-1 apparaft sensible 
vis-a-vis de la ceftazidime et de I’aztreonam, mais une 
excellente synergie est visualisee avec le cefotaxime (D). 
Le niveau de synergie est tres eleve, la synergie peut etre 
visible dans la zone de diffusion a distance des disques eux- 
memes (E). 

Plusieurs circonstances en pratique de laboratoire 
peuvent rendre quelquefois difficile la detection de la syner- 
gie (> 5 mm), voire neutraliser la synergie. La Fig. 4 illustre 
quelques situations d’absence de synergie suffisante detec- 
table. La synergie existe (1 ), mais elle n’a pas ete detectee, 
soit en raison d’un niveau de resistance trap eleve ou au 
contraire pas assez eleve. Dans la premiere eventualite, la 
detection de la resistance aux C3G ne pose aucun probleme, 
mais vouloir rechercher une synergie par une determination 
de la CMI par une methode de dilution avec des concentra- 
tions elevees de C3G n’a pas beaucoup de sens. L’envoi a un 
laboratoire specialise peut etre I’alternative. En revanche, 
la deuxieme eventualite (2) est observable avec des souches 
productrices, par exemple P. mirabilis, voire Providencia 
stuartii. La solution consiste a refaire un antibiogramme 
en ecartant les disques (40— 45 mm, centre a centre) ou 
a augmenter I’inoculum. La deuxieme eventualite (2) est 
une synergie douteuse, en raison par exemple d’un meca- 
nisme d’impermeabilite ou d’efflux. Les modalites de tester 
I’inhibiteur associe a une C3G sur le meme support, soit dans 
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Figure 4 Representation schematique des difficultes de 
detection d’une synergie. 

le disque, soit dans la bandelette sont un peu plus sensibles 
que la technique classique (synergie par diffusion). Chez 
P. aeruginosa, la detection d’une BLSE est plus aleatoire 
encore en raison de I’eventuelle association de plusieurs 
mecanismes de resistance dont ^augmentation d’expression 
d’un ou plusieurs systemes d’efflux, il sera necessaire de 
rapprocher le disque d’Augmentin® de celui contenant la 
ceftazidime (15 mm au lieu de 30mm, centred centre). Chez 
cette derniere espece, sont plus frequemment detectees en 
France, SHV-2a ou encore PER-1. 

La troisieme eventuality (3) est celle, en fait, d’une 
souche nettement resistante aux C3G appartenant aux 
especes suivantes : E. cloacae, E. aerogenes, C. freundii, 
S. marcescens. Morganella morganii, P. aeruginosa, 
A. baumannii. La recherche d’une synergie est a rechercher 
avec une C4G (cefepime, cefpirome) compte tenu de la 
possibility d’une souche, par ailleurs, hyperproductrice de 
leur cephalosporinase (Tableau 1). La confirmation de ce 
mecanisme associe consiste a effectuer un nouvel antibio- 
gramme avec un milieu gelose supplement^ avec 250mg/L 
de cloxacilline, puissant inhibiteur de cephalosporinase 
(classeC). 

II existe bien evidemment d’autres modalites de faire 
un antibiogramme, comme I’usage de divers automates tels 
Mini-API®, Phoenix®, Vitek2®, Vitekcompact®, Walkaway® 
tres utilises en pratique liberale, la synergie recherchee 
devant etre d’au moins 3log2 (CA-SFM). Peu de problemes 
semblent devoir etre rapportes pour les enterobacteries 
du groupe 1 (E. coli, P. mirabilis, Shigella sp. S. enterica) 
et celles du groupe 2 (K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca, 
Escherichia hermannii, Raoultella sp.). Neanmoins, pour 


Tableau 3 Evaluation comparee (%) de la detection des 
beta-lactamases a spectre elargi ou etendu chez 147souches 
d ’enterobacteries [34]. 


Methode 

Sensibilite 

Specificite 

VPP 

VPN 

TDS 

92,9 

96,6 

97,5 

90,5 

TDI 

94,1 

81,4 

87,9 

90,6 

E-test® 

94,1 

84,7 

89,9 

90,9 

Microscan® 

83,5 

72,9 

81,6 

75,4 

Phoenix® 

98,8 

52,2 

75 

96,6 

Vitek2® 

85,9 

78 

84,9 

96,6 


TDS : test de synergie du double disque ; TDI : test de synergie 
avec un disque contenant une C3G et I’acide clavulanique ; VPP : 
valeur predictive positive ; VPN : valeur predictive negative. 


celles du groupe 3 (cephalosporinase+), la detection est plus 
aleatoire lors d’ hyperproduction de I’enzyme chromoso- 
mique. On peut regretter de ne pas disposer de plusd’etudes 
comparant ces diverses methodes. Neanmoins, celles de 
Wiegand et al. de 2007vient confirmer la place de ces 
diverses methodes avec quelques differences selon I’espece 
bacterienne ou le mecanisme (Tableau 3) [34]. On relevera 
que la methode bacteriologique classique, a savoir le test de 
double synergie, conserve toute sa place. II convient d’avoir 
a I’esprit que chez une enterobacterie, la synergie entre 
I’acide clavulanique et une C3G, voire une C4G, fait evoquer 
une BLSE. Cependant, un distinguo epidemiologique doit 
etre etabli entre les BLSE plasmidiques multiresistantes aux 
antibiotiques et responsables d’epidemies et celles chromo- 
somiques, quelquefois hyperproduites comme par exemple 
chez K. oxytoca, Citrobacter amalonatica, Citrobacter sed- 
lakii, Proteus vulgaris, Proteus penneri (Fig. 1) [35]. 

En pratique courante de laboratoire, il est inutile de vou- 
loir poursuivre ^identification d’une BLSE, car seule une PCR 
suivie surtout d’un sequencage (choix important d’amorces) 
permettra une identification precise, compte tenu de la 
diversity de sequences de ces enzymes (Fig. 1). Aussi, cette 
approche diagnostique sera reservee a des laboratoires hos- 
pitaliers ou de recherche. 

En termes d’interpretation et selon la classification de 
Bush et al., les BLSE font partie du groupe 2be, c’est- 
a-dire qu’elles sont capables d’hydrolyser les penicillines, 
les cephalosporines de premiere, deuxieme, troisieme (ex. 
cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidime) et quatrieme [C4G] 
(cefepime, cefpirome) generation et les monobactames 
(aztreonam) [4]. Les souches BLSE+ restent generalement 
sensibles aux cephamycines (ex. cefoxitine, cefotetan) et 
aux carbapenemes (imipeneme, ertapeneme). 

Traitement — Prophylaxie 

Plusieurs rapports recents proposent un certain nombre de 
recommandations relatives aux mesures a mettre en oeuvre 
pour prevenir I’emergence des enterobacteries BLSE dont 
E. coli et lutter contre leur dissemination (Google®, taper: 
rapport ESBL Belgique ou BLSE recommandations HCSP) . 
Il est vrai que le rapport du Flaut Conseil de la sante 
publique (HCSP) cible pour notre pays, un certain nombre 
de mesures, deja bien connues et applicables en milieu hos- 
pitalier. Cette lutte est un devoir de sante publique. Ce 
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rapport rappelle combien I’usage des antibiotiques doit etre 
justifie. Si les souches de E.coli BLSE+ principalement de 
type CTX-M isolees lors defections urinaires sont multi- 
resistantes, il conviendra cependant d’eviter de prescrire 
abusivement des carbapenemes, imipeneme par exemple, 
antibiotiques a garder imperativement en reserve pour une 
infection severe. Outre le concept du «bon usage » devrait 
s’ajouter de celui de «moindre usage ». 

Si le choix de I’antibiotherapie probabiliste reste difficile 
en milieu hospitalier du fait de la resistance des souches aux 
differentes beta-lactamines et de la frequence des core- 
sistances, il convient de preciser que I’epidemiologie de 
la resistance bacterienne en France ne justifie pas, a ce 
jour, la modification de nos pratiques [36]. Ainsi, certaines 
antibiotherapies probabilistes n’ont pas a etre modifiees 
actuellement comme celle des infections urinaires commu- 
nautaires. Toutefois, rares sont les beta-lactamines encore 
disponibles comme la cefoxitine, la temocilline, le piv- 
mecillinam, prodrogue du mecillinam, tres prescrit dans 
les infections urinaires basses, au moins, dans le nord 
de I’Europe. La fosfomycine ainsi que la nitrofurantoi'ne 
peuvent etre utiles en cas de cystite. 

En milieu hospitalier, a I’usage un peu systematique des 
C3G et FQ pourra etre substitue celui des aminosides comme 
dans les infections urinaires de type pyelonephrite ou pros- 
tatite. 

Il conviendra d’eviter la transmission croisee. Les 
mesures de depistage ou de detection des porteurs sera plus 
systematique en milieu hospitalier et meme a I’admission 
en tenant compte des facteurs de risque tels que : patients 
issus des maisons de retraite ou d’ unites de soins de longue 
duree (colonisation urinaire et/ou digestive), patients ayant 
recu une antibiotherapie prealablement a I’admission avec 
des antecedents de traitement par beta-lactamine ou fluo- 
roquinolone, contexte nosocomial, age eleve, sexe feminin, 
existence de comorbidites, diabete, infections urinaires 
recidivantes, sondage urinaire, chirurgie... [24,25,36]. 

Pour les patients infectes ou colonises, en particulier a 
domicile et dans les collectivizes autres que les etablisse- 
ments de sante et les EHPAD (etablissements scolaires. . .), 
I’accent sera mis sur I’hygiene des mains ainsi que I’hygiene 
generate autour de la toilette et de I’alimentation. 

^intensification de I’usage des produits hydroalcooliques 
pour les soignants mais aussi les patients colonises sera mise 
en oeuvre. Des fiches techniques relatives a la gestion des 
excretas, des dechets associes aux soins et du linge souille 
sont d’ailleurs maintenant disponibles dans le rapport du 
HCSP (Google®, taper: BLSE recommandations HCSP). Cette 
problematique nouvelle du traitement des effluents inte- 
resse pour le moment surtout les etablissements de sante. 
Enfin, la mise en evidence d’une colonisation digestive ne 
justifie pas un traitement de celle-ci. 

Conclusion 

Presque trois decennies apres leur decouverte, les BLSE ini- 
tialement cantonnees dans les annees 1985chez I’espece 
K. pneumoniae lors d’infections nosocomiales dans les ser- 
vices hospitaliers de soins intensifs de la vieille Europe 
comme I’Allemagne et la France sont maintenant aisement 
identifiees a I’echelle planetaire, aussi aucun continent 


n’echappe a leur mondialisation. Celles-ci illustrent le for- 
midable potentiel d ’adaptation des bacteries avec dans un 
premier temps, la selection de variants ou mutants ponc- 
tuels de penicillinases plasmidiques (TEM/SFIV) identifiees 
peu de temps apres ^introduction des aminopenicillines 
dans les annees 1960. Les annees 1990ont ete marquees 
par I’emergence de nouvelles BLSE telles CTX-M-1, MEN-1, 
SFO-1, TLA-1, Toho-1, PER-1 avec finalement apres 2000, la 
diffusion, presqu’exclusive des BLSE de type CTX-M, meme 
dans une espece zoonotique comme S. enterica. Cepen- 
dant, le probleme de sante publique le plus aigu concerne 
I’emergence actuelle d’infections urinaires communautaires 
a E. coli, producteur de BLSE. Tout biologiste en 201 3 ne peut 
done ignorer comment les detecter afin de mettre en oeuvre 
les mesures de controle les mieux adaptees evitant leur dis- 
semination. Cependant, I’isolementde souches productrices 
de BLSE hautement resistantes (BHR), voire totoresistantes 
(BTR) amenent a se questionner sur le positionnement de 
nouvelles alternatives therapeutiques. 
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Summary Matrix laser desorption assisted time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) 
is applied for identification of microorganisms in more and more hospital or private laborato- 
ries. The technique is easy to use, fast and reliable. MALDI-TOF MS identification is an efficient 
method, included fastidious bacteria and replaces more and more conventional identification 
techniques for bacterial and fungal strains. It is widely used in routine laboratory practice 
because of its economical and diagnostic benefits. The databases are gradually enhancing 
significant new taxa, requiring controlled and rigorous development. The specific standardized 
protocols are established to identify mycobacteria, filamentous fungi. Several systems available 
for routine procedures are equally systems in terms of analytical efficiency. The MALDI-TOF MS is 
a relevant tool for detection of resistance as well as identification of microorganism in sample. 
The opportunities are important, this technology is a potential efficient tool for epidemiological 
studies and for taxonomical classification. It also includes limits that must be integrated and 
managed into the routine laboratory while keeping the side expert of the technician and the 
biologist. 

© 2013 Published by Elsevier Masson SAS. 

Resume La technique Matrix laser desorption assisted time of flight mass spectrometry 
(MALDI-TOF) est une nouvelle technique d’identification des microorganismes utilisee dans un 
nombre croissant de laboratoires publiques et prives. Elle est facile a utiliser, rapide, fiable et 
economique. La methode est tres performante, y compris pour I’identification des bacteries 
fastidieuses, des mycobacteries, des champignons filamenteux. Des protocoles normalises spe- 
cifiques de preparation des depots sont mis au point pour identifier certains microorganismes. 
Les bases de donnees sont regulierement ameliorees par I’inclusion de nouveaux taxons. Ces 
ajouts doivent etre controles et rigoureux. Plusieurs systemes sont disponibles sur le marche, 
avec des resultats globalement comparables en termes d’efficacite analytique. La spectro- 
metrie de masse est un outil pertinent pour la detection de la resistance des bacteries aux 
antibiotiques, I’identification directement dans I’echantillon mais des developpements sont 
necessaires pour Integration a la routine. Les perspectives de developpement sont impor- 
tantes, cette technologie est un outil potentiellement efficace pour les etudes epidemiologiques 
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et pour classification taxonomique. Elle comprend egalement des limites et doit etre integree 
dans le laboratoire de routine tout en preservant I’expertise des techniciens et des biologistes. 
© 2013 Publie par Elsevier Masson SAS. 


Introduction 

Jusqu’a la fin des annees 1990, la spectrometrie de masse 
est reservee aux laboratoires de biochimie ou de recherche. 
Le developpement de la technique Matrix-assisted laser 
desorption ionisation-time of flight (MALDI-TOF) a permis 
I’application de la spectrometrie de masse a la microbiolo- 
gie. Depuis 4 a 5ans, les premiers spectrometres de masse 
ont fait leur apparition dans les laboratoires d’analyses, uti- 
lises pour I’identification des microorganismes en routine 
dans de nombreux laboratoires hospitaliers universitaires ou 
non, dans des laboratoires d’analyse du secteur prive. De 
nombreuses etudes ont montre que la technique MALDI-TOF 
est une technique d’identification rapide, fiable et rentable. 
Nous etudierons ici plus particulierement les differentes 
solutions actuellement proposees. Nous rapporterons notre 
experience dans I’utilisation quotidienne de la technique 
ainsi que les changements engendres dans le flux de tra- 
vail du laboratoire. Enfin, nous envisagerons les possibilites 
offertes par la technique et ses futurs developpements et 
applications ainsi que ses limites. 


Principe et historique [1] 

La spectrometrie de masse est une technique d’analyse 
qui permet la determination des masses moleculaires des 
composes analyses ainsi que leur identification et leur quan- 
tification. Le premier spectrometre de masse a ete concu par 
Francis William Aston en 1919. L’ensemble etait constitue 
de I’association d’une source, d’un analyseur et d’un detec- 
teur (Fig. 1). Tous les spectrometres de masse repondent 
a ce schema de base. La source produit des ions, puis 
I’analyseur de masse permet une separation des ions for- 
mes en fonction du rapport m/z (masse sur charge). Cette 
separation se fait grace a I’utilisation de champs elec- 
triques et/ou magnetiques [2]. Enfin, I’analyseur permet la 
detection des ions, un traitement informatique permettant 
d’obtenir un spectre. Pour I’identification des microorga- 
nismes la contrainte etait d’etudier des proteines incluses 
dans des bacteries, done d’extraire les proteines sans trop 
les denaturer afin de pouvoir les separer ensuite en fonc- 
tion de leur taille. Dans les annees 1980 a ete mis au point 
la source MALDI qui permet une desorption-ionisation douce 
des macromolecules biologiques (peptides, proteines) pour 
une analyse en spectrometrie sur cellules entieres [1,2]. 
Le microorganisme a identifier est mis en contact avec une 
matrice. Cette derniere permet un eclatement du microor- 
ganisme, elle capte I’energie du laser qu’elle transfere 
aux proteines permettant I’addition d’un ion (H+, Na+, K+, 
NH+) ou d’un electron, ou, a la soustraction d’un electron 
ou d’un hydrogene ionise (hydrure ou proton) a la pro- 
teine. Cette technique d’ionisation associee a I’analyseur 
a temps de vol, a permis d’obtenir des spectres dont les 


pics etaient representatifs des proteines ribosomales et 
membranaires. Ces spectres se sont ensuite reveles etre 
specifiques d’especes de microorganisme et suffisamment 
precis et discriminants. S’ouvrait alors le developpement 
de cette nouvelle technique d’identification. Des spectro- 
metres de masse dont les performances sont adaptees a 
obtenir des spectres suffisamment discriminants ont ete 
developpes et commercialises. 

Deux firmes fabriquant des spectrometres de masse ont 
developpe une version adaptee a I’identification et pou- 
vant s’integrer dans les laboratoires d’analyses de biologie 
medicales : le MicroFlex LT® (Bruker Daltonics, Bremen, Alle- 
magne) et I’Axima® de Shimadzu, tous deux equipes d’un 
laser (337 nm). II varie dans leur type de source : a azote 
qui tire a une frequence de 60 Hz pour leur premier, a nitro- 
gene utilisee avec une frequence de 50 Hz pour le second. 
Le Microflex® a une longueur du trajet dans le tube a vide de 
1,05 m. La source d’ionisation est equipee d’une extraction 
retardee (delai de 400 ns) et les spectres sont enregistres en 
mode positif dans une gamme de mesure allant de 2 a 20 kDa. 
L’analyseur TOF fonctionne egalement en mode lineaire ou 
un vide pousse est maintenu (10~ 10 Bar). Chaque spectre, 
compare a la base de donnees, est obtenu a partir de 240 tirs 
lasers 1]. L’Axima® a une longueur de trajet dans le tube 
a vide de 1 ,2 m. La source MALDI est equipee d’une extrac- 
tion retardee, les spectres y sont enregistres en mode positif 
dans une gamme de mesure allant de 3 a 20 kDa. L’analyseur 
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Figure 1 Schema du spectrometre de masse et principe de la 
technique MALDI-TOF. 
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TOF fonctionne en mode lineaire ou regne un vide pousse. 
Chaque spectre est obtenu a partir de lOOtirs [1]. Les per- 
formances des deux spectrometres sont comparables, leur 
resolution, capacite que presente le spectrometre de masse 
a distinguer des ions presentant des rapports m/z voisins 
mais differents, sont suffisantes pour I’identification. 

Les proteines sont ionisees et separees dans le tube a 
vide en fonction de leur rapport masse sur charge. Les pro- 
teines arrivent de facon sequentielle au niveau du detecteur 
apres chaque tir dans I’ordre inversement proportionnel 
a leur masse. L’accumulation des enregistrements permet 
d’obtenir un profit qui est compare avec les profits presents 
dans la base selon un algorithme propre. 

Les bases 

II y a actuellement 4 bases commercialisees pour 
I’identification des microorganismes, chaque base fonc- 
tionne avec son propre algorithme. Les logiciels de 
comparaison peuvent fonctionner avec les deux types de 
spectrometres commercialises en France. 

Andromas® 

Le logiciel Andromas® comprend trois bases de donnees 
distinctes : une base de bacteries, une base de levures et 
Aspergillus et une base pour les mycobacteries [3]. Chaque 
spectre contenu dans les bases a ete obtenu a partir de 
lOsouches representatives de I’espece consideree, seuls 
les pics ayant une intensite superieure a 7% de I’intensite 
du plus haut pic ont ete retenus comme significatifs. Les 
souches ont ete cultivees dans des conditions differentes, 
sur des milieux differents pour augmenter la robustesse de la 
methode. Les resultats d’identification sont donnes en pour- 
centage de similitude entre le spectre de I’echantillon et un 
spectre de reference de la base de donnees. Une « bonne 
identification » correspond a un pourcentage de similarity 
superieur ou egal a 65% avec au moins 10% de difference 
avec une autre espece [4' . Pour certaines especes, la distinc- 
tion est difficile : Streptococcus pneumoniae, Streptococcus 
mitis, Streptococcus pyogenes de Streptococcus dysgalac- 
tiae equisimilis, Escherichia coli de Shigella sp., Aeromonas 
veronii de Aeromonas caviae, Neisseria subflava de Neisse- 
ria sicca, Listeria monocytogenes de L. ivanovii innocua par 
exemple. 

Biotyper® 

La societe Bruker commercialise la base de donnees de 
spectres Maldi Biotyper DB® [5]. Cette base, marquee CE- 
IVD, est done une base fermee. Certains microorganismes 
ont ete inclus dans une base optionnelle ( Bacillus antracis, 
Vibrio cholerae . . .). 

Les resultats, issus de I’analyse par le logiciel Biotyper®, 
sont exprimes en log score allant de 0 a 3correspondant 
a une similitude avec les spectres de la base de don- 
nees allant de 0 a 100% [5—7]. Le calcul de ce score tient 
compte de la concordance des pics (meme rapport m/z) 
et de la correlation d’intensite entre les pics similaires. 


Selon les recommandations du fabricant, trois niveaux 
d’identification sont etablis : 

• un log score inferieur a 1,7correspond a une absence 
d’identification ; 

• un log score compris entre 1 ,7 et 2 correspond a une iden- 
tification au niveau du genre ; 

• un log score superieur ou egal a 2 correspond a une iden- 
tification au niveau de I’espece. 

Pour chaque depot, les deux premieres propositions sont 
d’emblee visibles. II est possible de visualiser les 8autres 
propositions suivantes. 

Cependant, certains utilisateurs retiennent des seuils 
differents valides par leur laboratoire pour I’identification 
et testes lors d’experiences. Ainsi, si un des depots 
presente une identification avec un premier log score supe- 
rieur a 2ou superieur a 1,7associe a trois propositions 
successives identiques, le resultat est valide s’il n’y a 
pas de discordances avec le deuxieme depot. L’absence 
d’identification ou une identification completement impro- 
bable avec un log score inferieur a 1,6 n’est pas 
consideree comme une discordance mais comme une non- 
identification. 

Saramis® 

La base Saramis® est la base initialement commercialisee 
avec le spectrometre Axima® par la societe Anagnostec 
(Postdam, Allemagne). II s’agit de la base que nous utilisons 
dans notre laboratoire du centre hospitalier de Mulhouse 
[8]. Elle est actuellement commercialisee par la societe Shi- 
matzu (Axima ID Plus®) en dehors de la France et par la 
societe BioMerieux (Vitek MS RUO®) en France. II s’agit d’une 
base ouverte pouvant etre utilisee en parallele du logiciel 
Vitek MS Myla [9]. 

La base Saramis® initiale se compose de deux types de 
spectres differents [8,9] : 

• les superspectres : ce sont des spectres globaux obtenus 
a partir d’au moins 15 souches differentes, toutes tes- 
tees dans des conditions de cultures differentes (milieu 
de culture, temperature d’incubation). Ainsi, les super- 
spectres contiennent les pics les plus frequents et les plus 
intenses presents dans les souches d’une meme espece et 
permettent une identification rapide tout en minimisant 
I’influence des conditions de culture ; 

• les spectres : il s’agit de spectres correspondant a une 
souche d’une espece cultivee dans des conditions particu- 
lieres. Chaque taxon est presente par plusieurs spectres 
de la meme souche cultivee dans des conditions diffe- 
rentes ou d’autres souches de la meme espece. Pour un 
meme taxon sont done present des spectres de souches 
types de I’espece mais egalement de souches atypiques de 
la meme espece qui sont sur-representees. En effet, les 
souches representatives d’une meme espece presentent 
des proprietes specifiques tant phenotypiques, que geno- 
typiques ou proteomiques qui les rendent atypiques 
mais restent des representants d’une seule et meme 
espece. 
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Le spectre obtenu est analyse par le logiciel Saramis® 
qui, apres comparaison avec la base de donnees Anag- 
nostec, donne un resultat exprime en pourcentage de 
similitude. Le spectre de la souche a identifier est com- 
pare dans un premier temps aux superspectres, le resultat 
est compris entre 75 et 99,9%. En cas de similitude infe- 
rieure a 75% ou sur demande de I’operateur, le spectre 
est compare, a I’ensemble des spectres presents dans 
la base de donnees. Lorsque le pourcentage est supe- 
rieur a 50%, ^identification est consideree comme bonne, 
le spectre ne croisant qu’avec les spectres d’une meme 
espece. Une similitude comprise entre 30 et 50% doit etre 
interpretee en fonction du nombre de propositions suc- 
cessives identiques. Les pourcentages inferieurs a 30% ne 
sont pas exploitables. Par experience, au laboratoire de 
microbiologie du CH de Mulhouse, une identification est 
validee lorsque le pourcentage est superieur a 40% et 
qu’il y a au moins 5 propositions successives identiques. 
II ne doit pas y avoir de discordances entre les deux 
depots. L’absence d’identification ou une identification 
improbable (bacteries), avec un pourcentage inferieur a 
30% et des propositions successives differentes, n’est pas 
consideree comme une discordance mais comme une non- 
identification. 

Un resultat ne peut etre rendu lorsque le nombre de 
masses est bas, c’est-a-dire que le nombre de tirs fournis- 
sant un spectre est insuffisant pour que le logiciel Saramis® 
puisse proceder a une analyse comparative avec la base de 
donnees. Dans ce cas, le resultat est rendu « masse insuffi- 
sante ». Ce nombre de masse est fixe par I’utilisateur et a ete 
choisi a 50. Dans les cas ou aucun tir ne fournit de spectre, 
le resultat est rendu no spectrum. La plupart du temps ces 
deux evenements sont lies a un depot de mauvaise qualite ou 
a une quantite de microorganisme non adaptee (suspension 
trap riche ou trap pauvre). 

Vitek MS® 

Apres le rachat de la base et du logiciel Saramis® a la 
societe Anagnostec, la societe BioMerieux a mis au point 
sa propre base avec son propre algorithme de comparaison 
des spectres [9]. 

La base Vitek MS® est une forme adaptee a partir 
de la base Saramis®, optimisee pour les laboratoires de 
microbiologie. L’algorithme a ete retravaille, I’importante 
souchotheque de taxons ayant servi a la validation des bases 
Vitek® et des galeries Api a ete utilisee pour la construction 
de la base de donnees. Un protocole strict d’ajout a ete 
valide incluant des souches cliniques. II s’agit d’une base 
CE-IVD, done fermee. 

Le spectre obtenu est compare au spectre attendu pour 
chaque microorganisme ou groupe de microorganismes. Un 
degre de confiance est calcule, il correspond au degre 
de similitude du spectre obtenu avec le spectre typique 
de chaque microorganisme. Une correspondance parfaite 
donne un degre de confiance de 99,9%. Quand cette cor- 
respondance n’est pas parfaite, dans le cas d’un choix 
unique, le degre de confiance est compris entre 60 et 99%. 
L’organisme est considere non identifie par le systeme si le 
degre de confiance est inferieur a 60. Le niveau de confiance 
est bon si choix unique et de degre de confiance entre 60 et 


99,9 ; faible discrimination si 2 choix possibles et un degre de 
confiance superieur a 60 (necessite d’autres tests pour les 
separer), absence d’identite, ne correspond a aucun spectre 
de la base. 

Preparation et depot des echantillons 
Les matrices [9] 

Differentes matrices sont commercialisees, elles per- 
mettent un eclatement des microorganismes, la liberation 
des proteines qui migrant, realisant une veritable chroma- 
tographie. La matrice est adaptee au laser. En fonction de la 
matrice, on obtiendra un spectre plus ou moins riche, favori- 
sant I’individualisation de proteines de plages particulieres 
de poids moleculaires. 

La solution de matrice le plus souvent utilisee est I’acide 
alpha-cyano-4-hydroxycinnamique (CHCA). Elle est saturee 
a 50% d’acetonitrile et 2,5% d’acide trifluoroacetique. Une 
autre matrice utilisee est I’acide 2,5-dihydoxybenzoique 
ou DHB (eau, ethanol et acetonitrile). Les matrices sont 
bon marche. Leur utilisation necessite le respect de regies 
d’hygiene et securite, I’utilisation de gants, I’acetonitrile 
est composant cancerigene. 

Le CHCA est responsable de la formation de petits cris- 
taux spheriques a distribution homogene. II ne convient pas 
a certains taxons mais necessite moins de tirs laser et per- 
met I’obtention de 80 a 1 50 pics par spectre. Le DHB permet 
la formation de longs cristaux de la peripherie vers le centre 
du depot, elle convient a la majorite des taxons, mais neces- 
site plus de tirs laser avec obtention de 100 a 200 pics par 
spectre. La manipulation de cette matrice est plus delicate. 
Enfin, I’acide sinapique est une matrice d’utilisation plus 
recente. Elle permet I’analyse de proteine de plus haut poids 
moleculaire que le CHCA et le DHB [9]. 

Les depots 

Le depot se fait directement a partir d’une culture frafehe 
du microorganisme a identifier sur des plaques en acier. 
Selon le spectrometre de masse, il existe des plaques de 
392puits pour le spectrometre Bruker ou 48puits pour le 
spectrometre Axima® (4 plaques de 48pouvant etre analy- 
see dans un meme temps). Ces plaques sont reutilisables et 
doivent etre nettoyees. La societe BioMerieux commercia- 
lise des plaques a usage unique, jetable et identifiable par 
un code barre. Le microorganisme est depose directement 
ou apres une extraction, il est melange avec une matrice qui 
permettra une co-cristallisation en sechant. 

Technique de depot preconise par la societe Bruker 

Le «smear». Une partie de colonie d’une culture frafehe 
(18 a 48 h) est deposee et etalee dans le puits en une 
fine couche, 1 (jlL de matrice est depose, le depot est 
laisse a secher a I’air libre [5]. Selon le fabricant ou les 
bases des donnees, il peut exister quelques variantes. Pour 
I’algorithme Andromas, il est recommande de deposer 1 |xL 
d’alcool absolu et laisser secher avant I’ajout de la matrice 
[3]- 
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Extraction par acetonitrile et acide formique [6]. Une a 
deux colonies sont mises en suspension dans un tube Eppen- 
dorf contenant 300 |xl d’eau distillee. Neuf cent microlitre 
d’ethanol absolu sont rajoutes et le melange est vortexe. 
Apres une centrifugation de 2 minutes a 13 000xg, le sur- 
nageant est rejete. Afin d’eliminer au maximum la solution 
alcoolique, le culot est a nouveau centrifuge 30secondes a 
13 000 x g et le surnageant est ote a I’aide d’une pipette. 
Le culot est ensuite remis en suspension dans 50 pul d’acide 
formique a 70% et 50 pel d’acetonitrile. Apres un temps de 
contact de 15 minutes environ, entre la solution d’extraction 
et le culot, une derniere centrifugation de 2 minutes a 
1 3 000 x g est realisee. Un microlitre de la suspension 
d’extrait proteique est depose sur la cible de la plaque en 
acier non oxydable. Apres sechage a I’air libre du depot, 
1 |xl de matrice CHCA est ajoute sur la cible et le depot est 
seche a I’air libre. Cette methode est preconisee par Bruker, 
notamment pour les levures. 

Shimadzu-Anagnostec : depots et melange de 
I’echantillon et extraction acide formique 
Depot direct [1], Une faible quantite de microorganisme 
est depose dans le puits, 1 pL de matrice est immediate- 
ment ajoute, le depot est melange par des mouvements de 
rotation lente. Le depot se dissout avec apparition de cris- 
taux. Le melange est arrete avant le sechage complet du 
depot. Ce type de depot necessite un entrafnement. 
Mini-extraction par l’ acide formique [1 ]. Une petite quan- 
tite de microorganisme est placee dans un tube Eppendorf 
contenant 20 pL d’acide formique a 25% (v/v) qui est 
ensuite vortexe. Apres un temps de contact de quelques 
secondes, 1 pi de cette suspension est depose sur une cible 
de la plaque. Apres sechage a I’air libre, le depot est 
recouvert d ’ 1 pi de matrice et seche a I’air libre. Dans la pra- 
tique, cette mini-extraction permet I’obtention de meilleurs 
depots. Cette etape courte permet en effet d’ameliorer les 
resultats. Elle est utilisee essentiellement pour les bacteries 
a Gram positif, les levures, voire des microorganismes, pour 
lesquels un premier depot n’a pas permis I’identification, 
des microorganismes dont la mise en suspension dans la 
matrice est difficile en raison de la consistance de la colonie. 

Depot recommande par la societe BioMerieux pour le 
Vitek MS [9,10] 

Une partie de colonie a tester est prelevee avec une oese 
calibre de 1 pL et etalee en une fine couche sur le puits. Un 
microlitre de matrice (CHCA) est depose au centre du puits, 
le melange devant secher completement. Pour les levures, 
apres avoir etale une partie de colonie sur le puits, 0,5 pL 
d’une solution d’acide formique a 25% est ajoute et apres 
evaporation total, 1 pL de matrice est ajoute comme pour 
I’identification des bacteries. 

Protocoles de preparations [11—13] 

Les fournisseurs et les utilisateurs ont developpe des 
techniques des depots particulieres notamment pour 
I’identification des mycobacteries, des champignons fila- 
menteux. II s’agit de microorganismes necessitant une 
technique d’extraction particuliere en raison de la difficulty 
d’obtenir un spectre suffisamment riche. Ces techniques 
sont utilisees pour elaborer les spectres de reference et 


doivent done etre appliquees pour I’identification des ces 
microorganismes en routine. Ces techniques sont propres au 
logiciel et la base commercialisee, a la base « maison » de 
I’utilisateur. Nous ne les detaillerons pas ici. 

Les depots « calibration » et controle 

L’utilisation du spectrometre de masse necessite 
I’utilisation d’une souche de calibration et/ou de controle. 
La souche le plus souvent utilisee est une souche de 
reference d’f. coli, differente selon le fabricant. En fait, il 
faut distinguer les calibrations du spectrometre de masse 
des reajustements de la calibration qui sont effectues lors 
de chaque passage de plaque. Les memes souches sont 
utilisees comme controle en debut et fin de plaque, voire 
au bout d’un nombre predefini d’identifications comme 
e’est le cas avec le Vitek MS® [9]. La societe Brucker 
commercialise un melange de proteines predefinies utilise 
pour la calibration de son spectrometre de masse. Le BTS 
Bruker® controle contient des extraits d’E.coli lyophises, 
la RNAse A, la myoglobine. Ces deux dernieres presentent 
respectivement des pics a 13 683et 16952m/z. 

II n’existe actuellement pas de controle externe spe- 
cifique en dehors des controles commercialise par les 
laboratoires. 

Bilan de I’utilisation de la spectrometrie de 
masse en routine 

Integration dans le laboratoi re — perspective de 
(’accreditation — utilisation en routine [14] 

Notre laboratoire effectue les analyses microbiologiques 
pour I’hopital de Mulhouse ainsi que des hopitaux proches. 
Le spectrometre de masse a ete acquis fin mai 2009. II 
s’agit d’un spectrometre Axima® couple au logiciel Saramis® 
(Anagnostec), I’interconnection avec I’informatique du 
laboratoire se faisant via le logiciel SirWeb® de la societe 
I2A. La programmation des plaques, la validation des iden- 
tifications s’effectuent via le module Spectrometrie. Le 
logiciel Saramis® analyse les spectres et envoie les iden- 
tifications proposees en integrant les pourcentages de 
similitudes, le nombre de masse. 

L’integration de la spectrometrie de masse au sein 
de notre laboratoire s’est faite en plusieurs etapes. Tout 
d’abord un biologiste et 3techniciennes referents ont ete 
formes a la manipulation du spectrometre, a la technique 
du depot, a la programmation, Interpretation et la vali- 
dation des identifications dans le module spectrometrie 
de masse du logiciel SirWeb® ainsi que dans le logiciel 
Saramis®. Nous avons qualifie notre nouvelle methode en 
utilisant en parallele, pendant un mois et demi, la technique 
d’identification precedemment utilisee dans notre labora- 
toire, a savoir essentiellement I’identification par galeries 
Api®. En cas, de discordance, nous avons eu recours a des 
tests complementaires, a des analyses de biologie mole- 
culaire. De plus, nous avons analyse des souches de notre 
collection regroupant des controles qualite externes des 
10 dernieres annees, des souches isolees dans notre labo- 
ratoire et identifies par biologie moleculaire [1,8]. 

Secondairement I’ensemble du personnel du laboratoire 
a ete forme a la technique de depot et au logiciel Sirweb® 
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en aout et septembre 2009. Nous n’avons pas cree de poste 
identification pour que ce soit la meme personne qui rea- 
lise la lecture des boites de cultures, le choix des colonies 
a etudier, le depots et I’antibiogramme, ainsi nous pouvions 
realiser ^identification et I’antibiogramme a partir de la 
meme colonie le plus souvent. 

Un document detaille la technique d’identification des 
microorganismes par spectrometrie de masse a ete ela- 
bore selon les recommandations du SH GTA 04. Pour 
I’accreditation le marquage CE-IVD du spectrometre de 
masse ainsi que du logiciel d’analyse des spectres, son 
algorithme, la base de donnees est necessaire. II appar- 
tient egalement au laboratoire de decrire et de valider 
la procedure adoptee en cas de non-identification par 
la spectrometrie de masse ou en cas d’identification de 
microorganismes inhabituels qu’il s’agissent de recours a 
des techniques conventionnelles, des techniques de biologie 
moleculaire ou I’utilisation d’une base autre ouverte dans 
laquelle sont integres d’autres spectres (une methode de 
validation de spectres integres dans cette base doit etre 
ecrite et validee). La poursuite de ^identification est faite 
en fonction de I’importance et la signification clinique de 
I’isolat. Notre laboratoire doit evoluer vers la solution Vitek 
MS® couplee au logiciel Saramis RUO®. L’usage des plaques 
unique avec code barre permet de s’amender de la valida- 
tion d’une procedure de nettoyage de plaques et done de 
tous les controles necessaires a la reutilisation des plaques 
de depots. 

Des controles qualite internes sont a passer reguliere- 
ment pour verifier la validite et la conformite de tout le 
processus d’identification. II est egalement necessaire de 
passer regulierement des controles de qualite externe. Leur 
nombre et leur frequence restent a determiner par le labora- 
toire [14]. Certains recommandent I’utilisation de controles 
positif et negatif en plus des controles positifs commercia- 
lises. 

Identification en routine au laboratoire de 
microbiologie du centre hospitalier de Mulhouse 

[ 1 , 8 , 9 ] 

Des methodes conventionnelles d’identification ont persiste 
dans le laboratoire pour certains microorganismes. Meme 
si leur identification par spectrometrie de masse est excel- 
lente, ^organisation de la paillasse fait que nous avons garde 
ces methodes classiques rapides. Par exemple, nous utili- 
sons toujours les milieux chromogenes au poste des urines 
permettant I’identification directe de la majorite des iso- 
lats d’E.coli. Ces milieux permettent de mieux distinguer 
les colonies isolees. Nous avons poursuivi I’identification 
des Staphylococcus aureus par agglutination latex pour les 
souches isolees de pus superficiels plurimicrobiens permet- 
tant une meilleure gestion du dossier et une conclusion plus 
rapide. II en est de meme pour Pidentification de Candida 
albicans sur milieu chromogene, quoique dans ce cas pre- 
cis le recours a la spectrometrie est plus frequent en cas 
du moindre doute d’identification d’une souche de Candida 
dublinensis. 

Pour d’autres microorganismes, nous avons garde la 
methode classique en raison de la moindre performance de 
la spectrometrie de masse. En effet, pour I’identification 


de S. pneumoniae, nous avons systematiquement recours au 
disque d’optochine. La spectrometrie de masse permet une 
bonne identification du microorganisme en superspectres ou 
spectre mais necessite une quantite de bacterie importante 
en culture pure [1,8]. 

Une etude sur les 2 premieres annees d’utilisation a mon- 
tre que 33 616 isolats sur 33 938 (99,0%) ont ete identifies a 
I’espece, voire a la sous-espece, 17 isolats ont ete identifies 
par sequencage de I’ARN 16S. Trois cent vingt-deux isolats 
(0,95%) n’ont ete identifies que partiellement au genre, 
une identification plus precise n’a pas ete necessaire [8]. 
La Fig. 2 resume la methode d’analyse des spectres par le 
logiciel Saramis®. 

Dans notre experience, les enterobacteries sont tres 
majoritairement identifiees en superspectres. Pour cer- 
taines especes, il est parfois necessaire de faire secon- 
dairement une comparaison en spectres, car elles sont 
identifiees par des superspectres correspondants a plusieurs 
especes comme Proteus vulgaris/ penneri, Providencia 
stuartii/rettgeri differenciees secondairement en spectres 
(concordance superieure a 40% de 15ou 20 spectres pour 
une seule espece). Parfois, I’identification n’est pas 
concluante: pourcentage de similarite de 30 a 40% a plu- 
sieurs especes differentes d’enterobacteries; il s’agit alors 
le plus souvent d’especes d’enterobacteries non presentes 
dans la base de donnees. L’utilisation du spectrometre 
et de la base Saramis®, les verifications d’identification, 
I’utilisation de techniques simple d’identification ou le 
recours a I’identification par le sequencage de I’ARN 16S 
nous ont permis d’affiner les criteres d’identification, 
voire de preciser les criteres pour suspecter I’identification 
d’especes absentes de la base (Fig. 2). 

La spectrometrie de masse en routine permet une 
identification rapide des microorganismes fastidieux a 
I’espece du genre Capnocytophaga, Bordetella, de microor- 
ganismes hautement pathogenes en reduisant leur mani- 
pulation comme Brucella sp., Francisella tularensis. . . 
^identification des bacteries anaerobies est egalement 
facilitee. Clostridium difficile est identifie sans equi- 
voque; la base contient un grand nombre de taxons 
anaerobies. L’identification des staphylocoques est par- 
ticulierement concluante et la spectrometrie beaucoup 
plus performante que les techniques conventionnelles 
comme nous avons pu le montrer lors d’une etude orga- 
nisee sur les centres du College bacteriologie virologie 
hygiene des hopitaux non universitaire. Notre base a 
pu etre enrichie de spectres «maison» (S. pettenkoferi, 
S. condimenti). Les streptocoques pyogenes sont parfai- 
tement identifies en spectrometrie. En ce qui concerne 
les streptocoques oraux, selon I’espece I’identification 
est plus ou moins performante. Nous avons utilise des 
criteres de validation plus stricts. Pour certains strepto- 
coques oraux (S. salivarius, S. sanguis, S. constellatus), et 
les enterocoques, I’identification se fait le plus souvent 
en superspectres. Pour les autres especes de streptocoques 
oraux, I’identification se fait initialement en superspectres 
Streptococcus sp. ou groupes de streptocoques oraux 
(mitis/ oralis. . .), la comparaison en spectres etant discri- 
minante en seconde intention. Nous appliquons alors des 
regies d’interpretation strictes, avec la necessite d’avoir 
plusieurs fois la meme espece (5 a 10) avec des pourcen- 
tages de similarite superieurs a 50%; ainsi, I’identification 


Spectrometrie de masse et microbiologie 


303 


Spectre 


Comparaison avec la base 
de donnees de 
SuperSpectres 
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Calcul de I'indice de 
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_E 


Meme espece C > 40% 

5 a 10 spectres 

- 

Identification 


3 


Differentes especes C > 40% 

Autre espece absente 
de la base ? 


"L 


Differentes especes C < 40% 

Absence d'identification 
Espece absente de la base 


Repassage apres extraction, ARN 16S, autres techniques 


Figure 2 Schema d’interpretation par le logiciel Saramis® des spectres obtenus sur Axima®. Validation de [’identification apres 
confrontation aux donnees cliniques et aux resultats de I’antibiogramme, voire d’examens complementaires, detection des taxons 
absents de la base. Le pourcentage de confiance est variable en fonction des groupes bacteriens. Pour les especes du genre 
Streptococcus, il est de 50% minimum. 


peut aller jusqu’a la sous-espece et permet une tres 
bonne identification de S. gallolyticus subsp. pasteurianus, 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus, S. dysgalactiae subsp. 
equisimilis. . . L’identification des corynebacteries est peu 
satisfaisante avec la base Saramis actuelle, seules 7 especes 
sont presentes dans la base. 

L’identification des levures par les techniques conven- 
tionnelles reste fastidieuse. Un travail realise conjoin- 
tement entre Pinstitut de parasitologie de Strasbourg 
et le laboratoire de microbiologie de I’hopital de Mul- 
house par Lohmann et al. [15] a permis de montrer 
que les performance du BiFlex® III couple au logi- 
ciel Biotyper® et I’Axima® couple au logiciel Saramis® 
etaient comparables. Pour le MALDI-TOF Bruker, 261 souches 
(84,5%) ont ete bien identifiees, mais 38souches (12,3%) 
n’ont pas donne de resultats interpretables (20 absences 
d’identification et 18 avec log-score insuffisant) et une 
identification erronee a ete proposee pour 10 souches 
(3,2%) (8 C.inconspicua et IT.asahii). Pour I’Axima®- 
Saramis®, 255 souches (82,5%) ont ete bien identifiees, mais 
51 souches (16,5%) n’ont pas donne de resultats interpre- 
tables (43 absences d’identification et 8 pourcentages de 
concordance trap faible) et une identification erronee a 
ete proposee pour 3 souches (1%) (2 C. guillermondii et 
1 T. asahii). Les resultats avec un score ou un pourcentage 
insuffisant ou les resultats sans identification etaient quasi- 
ment toujours lies a I’absence ou a la faible representation 
de I’espece dans la base de donnees. Celles-ci doivent etre 
encore developpees. L’enrichissement des bases est tres 
prometteur. 


Dans la litterature 

Les premieres etudes [1,5,6,12,16,17] concernant la per- 
formance dans (’identification bacterienne en pratique de 
routine ont montre que la spectrometrie est une tech- 
nique rapide, fiable et rentable pouvant remplacer et/ou 
completer les techniques conventionnelles d’identification 
phenotypique pour la plupart des souches bacteriennes iso- 
lees dans les laboratoires de microbiologie clinique. Pour les 
isolats bacteriens de routine, (’identification par MALDI-TOF 
MS au niveau de I’espece a ete obtenue dans 84,1 a 93,6% 
des cas. Une extraction ameliore les scores d’identification. 

La concordance entre (’identification en spectrometrie 
de masse et les techniques conventionnelles d’identification 
sont de 84% a 95% [18], les limites de la spectrometrie de 
masse sont : 


• la resolution des spectrometres de masse apparait 
insuffisant pour certains genres bacteriens ou especes 
particulieres comme les streptocoques oraux, le pneu- 
mocoques. L’ etude de la litterature montre que certains 
spectrometres couples a leur logiciel permettent des 
meilleurs resultats. Les resultats sont variables en fonc- 
tion des bases de donnees et de I’algorithme ; 

• quel que soit le spectrometre, la distinction entre E. coli 
et Shigella sp. est impossible; 

• une mauvaise identification peut etre due a un spectre de 
reference incorrect ou a des changements de la taxono- 
mie qui n’ont pas ete pris en compte ; 
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• un nombre insuffisant de spectres dans la base peu ega- 
lement etre a I’origine de I’absence d’identification. Les 
souches de reference ne representent pas toute la diver- 
site d’une espece donnee, les pics ne sont pas tous 
representatifs de I’espece [15,19] ; 

• certains microorganismes de part la composition de 
leur paroi necessitent des protocoles de preparation 
particuliere des depots. Les resultats sont alors tres 
interessants comme I’ont montre Erhard et al. [20] 
pour Trychophyton rubrum, T. interdigitale, T. tonsurans 
et Arthroderma benhamiae, identifies en superspectres 
avec des pourcentages de confiance de 99,9%. La dif- 
ficulty de I’identification des champignons filamenteux 
reside essentiellement dans la variete d’expression de ces 
microorganismes: presence ou non de basidiospore, de 
formes vegetatives ou non correspondant a differents ages 
ou stades de developpement. Ces variations affectent la 
reproductibilite des spectres obtenus. II existe differents 
protocoles de preparation des depots variant d’un spec- 
trometre et du logiciel utilise, voire de I’utilisateur pour 
un meme algorithme. Les spectres de reference doivent 
tenir compte de cette variability, done inclure differents 
spectres ou groupes de spectres representatifs de ces dif- 
ferentes formes pour une meme espece [21]. 

Martini et al. ont compare les performances du 
Microflex®, du Vitek MS® et de I’Axima® Saramis® sur un col- 
lectif de plus de mille souches [22]. Les 2 premiers systemes 
ont une efficacite comparable en routine avec respecti- 
vement Identification de 92,7% et 93,2% des isolats de 
routine (n = 986). Le systeme Vitek MS® est plus performant 
pour I’identification des streptocoques oraux, des Salmo- 
nella typhi ; pour le genre Bacteroides mais moins pour le 
genre Fusobacterium. Aucun systeme n’est plus performant 
pour distinguer E. coli de Shigella sp. Dans cette etude, la 
base Saramis® est moins performante que les deux autres 
bases. Marko et al. [23] ont compare les systeme Biotyper® 
et Vitek MS® sur une collection de 200bacilles Gram nega- 
tif non fermentants les resultats sont plus performants 
pour Identification au genre pour Microflex Biotyper® que 
pour Vitek MS® mais le plus souvent qu’apres une etape 
d’extraction. L’identification a I’espece est comparable. 
Cette etude a ete realisee avec la premiere version de la 
base Vitek MS®. 

Cout, maintenance 

Bill et al. ont montre que Identification MALDI-TOF est 
cinq fois moins chere que Identification par des gale- 
ries biochimiques, cette etude de cout incluant le cout 
de I’instrument, son entretien, Identification [3]. D’apres 
les memes auteurs, une utilisation raisonnee de la spec- 
trometrie de masse, permet une identification tres rapide 
(<10min (bacteries et champignons), 20min (mycobacte- 
ries) et 1 5 min (hemocultures)), peu couteuse et efficace de 
tous les microorganismes isoles en routine quel que soit le 
milieu de culture utilise. Les bons resultats ont ete obtenus 
malgre le grand nombre de techniciens qui ont utilise cette 
methode. 

L’investissement pour I’achat du spectrometre de masse 
est important (a partir de 150 000 euro), les consommables 


sont reduits comparativement a I’utilisation des techniques 
conventionnelles (galeries Api®, carte d’identification 
Vitek® ou autres). L’acquisition d’un spectrometre de masse 
est « rentable » a condition d’avoir au moins entre 40 a 
50 identifications quotidiennes. Les seuls consommables 
sont I’achat de la matrice et eventuellement des plaques 
a usage unique. En revanche, le cout de la maintenance 
est particulierement eleve comparativement a un auto- 
mate d’identification classique. Le contrat de maintenance, 
indispensable, permet des interventions minimes comme 
le reajustement du laser, cette technologie necessite des 
reglages fins qui peuvent etre realises en telemaintenance. 
Ces reglages sont necessaires pour garantir les performances 
de I’appareil mais egalement afin d’ameliorer la longevity 
des differents composants et plus particulierement du laser. 
Une visite annuelle est suffisante, elle necessite d’avoir 
un back-up, voire un autre utilisateur proche. II est par- 
fois necessaire de changer certaines pieces : le detecteur, 
les pompes a vide, le laser. Les societes proposent diffe- 
rents contrat incluant plus ou moins d’option allant jusqu’au 
changement de laser. . . 

Limites et difficultes rencontrees lors de 
I’utilisation de la spectrometrie de masse 

Les spectrometres de masse sont des appareils sen- 
sibles aux variations de temperature, aux vibrations, a 
I’empoussierement. Les fabricants indiquent, le plus sou- 
vent des limites de temperature d’utilisation ainsi que des 
variations sur un temps donne. Une maintenance ou un suivi 
insuffisant du spectrometre peuvent etre responsable d’une 
moindre performance de I’identification. On s’apercoit, par 
exemple, que globalement le pourcentage de bonnes identi- 
fications en superspectres au premier depot diminue ou dans 
le cas de l’Axima®-Saramis®. 

Lors du processus d’identification, plusieurs types de 
problemes peuvent survenir et aboutir a une identifi- 
cation erronee. Lorsque la bacterie est encapsulee, le 
depot peut etre difficile ou I’extraction des proteines est 
difficile, reduite. II peut egalement s’agir d’une non obser- 
vance du protocole d’extraction, de I’utilisation de reactifs 
defectueux (problemes de peremption, de degradation, 
de mauvaise conservation). II faut done exiger des proto- 
coles d’extraction rigoureux, reproductibles et specifiques 
en fonction du microorganisme a identifier. II faut egale- 
ment s’assurer d’un programme qualite adequat. L’etape 
d’extraction peut etre controlee en testant regulierement 
quelques souches bacteriennes idealement selectionnees. 
Croxato et al. [12] proposent la mise en place des controles 
de qualite interne qui testent I’etape d’extraction sur 
2especes differentes (une souche d’E. coli et une souche de 
Staphylococcus aureus) avec etude de la reproductibilite, 
passage des souches regulierement, verification de la pre- 
sence de pics constants et controle de Pintensite des pics 
observes. 

La reutilisation des plaques de depot necessite un 
nettoyage meticuleux afin d’eviter tout risques d’erreur. 
L’utilisation de plaque jetable permet de s’amender de 
ces possibilites d’erreur et de validation d’une methode 
de lavage des plaques et des controles d ’efficacite qui en 
decoulent. 
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(.’acquisition de la technique de depots est rapide, mais 
demande une certaine reproductibilite. Nous avons observe 
parfois une derive dans la facon de deposer. Ilya egalement 
une possibility d’inversion des depots, des plaques dans le 
spectrometre de masse. 

La spectrometrie de masse connait ses propres limites 
actuellement : I’identification des microorganismes non 
cultivates, des analyses des echantillons plurimicrobiens 
surtout si une espece est predominante par rapport aux 
autres presentes... [24]. Certaines limites pourront proba- 
blement etre surmontees grace a nouvelles avancees dans 
la technologie de preparation de I’echantillon. 

La non-identification peut etre du a I’absence du taxon 
dans la base de donnees. Dans le cas de I’utilisation 
de l’Axima®-Saramis®, il s’agit de souche pour lesquelles 
le spectre obtenu croise avec des taxons differents 
a des pourcentages de similarity inferieurs a 30—40% 
selon les taxons. II faut alors avoir recours a d’autres 
techniques d’identification allant des methodes convention- 
nelles comme les galeries Api a la biologie moleculaire par 
sequencage de I’ARN SI 6. Le Tableau 1 presente quelques 
exemples de souches non identifies par la spectrometrie 
de masse et pour lesquelles a ete realise une identification 
par sequencage de I’ARN 16S [19]. Les souches ont ete expe- 
dites au laboratoire GenoScreen (Lille) pour sequencage et 
interpretation. Le sequencage a permis I’identification a 
I’espece de souches absentes de la base ou peu presentes 
(mois de 5 spectres). II ne permet parfois I’identification 
qu’a I’espece ( Paracoccus spp., Cytophaga spp.). Dans la 
moitie des cas, le sequencage ne nous a pas permis d’avoir 
une identification precise. Pour certaines de ces souches, 
il pourrait s’agir d’especes non encore decrites, des etudes 
complementaires sont en cours. 

Apres avoir verifie I’absence du taxon dans la base ou sa 
faible representation, en general inferieur a 5, il est alors 
possible d’introduire le nouveau taxon dans la base. Le pro- 
tocole d’ajout doit etre strict afin d’eviter toute erreur, il 
faut verifier I’absence de croisement avec d’autres spectres 
ou superspectres. 

Autres applications de la spectrometrie de 
masse 

Determination des resistances aux antibiotiques 

Dans une revue recente, Hrabak et al. font le bilan de 
I’apport de la spectrometrie de masse dans I’etude de la 
detection de la resistance des bacteries aux antibiotiques 
[25]. Plusieurs types d’approches ont ete developpes: 
la detection des modifications de I’antibiotique par des 
enzymes de degradation ; la detection des mecanismes 
determinants de la resistance a travers des etudes proteo- 
miques de bacteries multiresistantes ; la modification des 
cibles des antibiotiques comme la methylation des proteines 
ribosomales, enfin la quantification de I’antibiotique pour 
les mecanismes d’influx et d’efflux. Majoritairement, ces 
techniques sont pour I’instant reservees a des laboratoires 
de recherche. Nous nous sommes interesses aux techniques 
utilisables en routine par les laboratoires de bacteriologie. 
Les premieres etudes ont vise a mettre en evidence les car- 
bapenemases. Dans ce cas, il s’agit d’analyser I’antibiotique 


et ses produits de degradation par la carbapenemase. La 
technique est simple. Une suspension a 3 McFarland de la 
bacterie est incubee pendant 2heures avec un carbape- 
neme, puis centrifugee. Le surnageant est ensuite analyse 
en spectrometrie. Cette methode peut etre faite par des 
laboratoires de routine mais necessite une certaine compe- 
tence pour lire les spectres. La detection d’autres activites 
enzymatiques est en cours d’etude et reservee a des labora- 
toires specialises. La detection des enterocoques resistants 
a la vancomycine a ete validee pour Enterococcus fae- 
cium type vanA sur analyse des extraits bacteriens. Enfin, 
I’analyse des produits de PCR pour la mise en evidence de 
betalactamase a spectre elargie est possible, mais la tech- 
nique ne permet pas d’augmenter la rapidite de reponse. 
La methode reste fastidieuse et reservee a des laboratoires 
tres specialises [25]. 

Dans leur revue, Hrabak et al. insistent sur la puissance 
de la technique MALDI-TOF mais egalement son utilisa- 
tion prudente [25]. Les approches proteomiques dans les 
etudes des souches resistantes doivent etre completees 
par des techniques de genetique moleculaire. La tech- 
nique MALDI-TOF permet de detecter I’activite biologique 
des enzymes responsables de la modification de molecules 
antibiotiques, ce qui n’est pas possible avec les tech- 
niques genetiques. Les resultats presentes montrent que 
la spectrometrie est un outil utile pour la detection de la 
resistance aux antibiotiques et qu’elle ouvre de nouvelles 
voies a la fois cliniques et experimentales en microbiolo- 
gie. Nous ne croyons pas, cependant, que I’application de 
cette technique pourra remplacer les tests de sensibilite 
standard, la resistance aux antibiotiques etant un processus 
complexe. 

Identification dans les prelevements 

Messaoui et al. [26] ont teste un protocole d’identification 
bacterienne a partir de flacons d’hemoculture en utilisant 
des tubes de prelevement avec des gels de separation suivi 
d’une extraction des proteines bacteriennes (duree de pre- 
paration 80 minutes). Les echantillons ont ete etudies sur 
Biflex III® et le logiciel Biotyper 2,0®. Cent quatre-vingt- 
treize des 21 3 bacteries Gram-negatives (91,08%) et 284 de 
319 bacteries Gram positives (89,02%) ont ete correctement 
identifies au niveau de I’espece. En cas d’echantillons 
polymicrobiens, I’une des especes presentes a ete identi- 
fiee (80,9%). Des erreurs d’identification ont ete constatees 
pour des isolats identifies comme S. pneumoniae, alors qu’il 
s’agissait de S.mitis. Selon Drancourt [27], un inoculum 
de 10 7 /mL est necessaire pour une bonne identification en 
2 heures. 

Fothergill et al. ont etudie I’identification sur Vitek 
MS® [28]. Les aliquots preleves sur 259 flacons positifs 
d’hemoculture ont ete lyses pendant 2a 4 minutes puis fil- 
tres sur membrane. L’analyse a ete realisee sur Vitek MS®. 
Une identification correcte a ete obtenue pour 73% des 
cultures, 19,7% n’ont donne aucune identification, 2,3 % ont 
donne une identification erronee. Les flacons ne contenaient 
pas de charbon, aucune centrifugation n’a ete necessaire 
permettant une identification en moins de 15 minutes. 

Nous effectuons ponctuellement I’identification directe- 
ment sur flacons positifs d’hemoculture (nous utilisons le 
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Tableau 1 Exemples des quelques souches non identifies a T espece par la spectrometrie de masse et etudiees par sequencage 
de TARN 16S. 


Identification 

MALDI-TOF 

Identification 16S 

Similarite 

(%) 

Base Saramis® 

Nombre d’espece 
pour le genre dans 
la base 

Apport SI 6 

Enterobacterie 

Cronobacter turlcensis 

100 

Espece absente 

1 

Oui 

Enterobacterie 

Serratla fonticola 

99 

Espece absente 

9 

Oui 

Enterobacterie 

Enterobacter cowanli 

99 

Espece absente 

8 

Oui 

Enterobacterie 

Enterobacter sp. 

99 

Genre present 

8 

Nouvelle espece? 

Enterobacterie 

Pantoea agglomerans et 

E. asburlae 

99 

6 superspectres, 
101 spectres, 

2 superspectres, 
49 spectres 

8 

? 

Staphylococcus 

spp. 

Staphylococcus pettenkoferi 

99 

Espece absente 

40 

Oui 

Non 

Enhydrobacter aerosaccus 

99 

3 spectres 

1 

Oui 

Non 

Fusobacterium periodontlcum 

99 

Espece absente 

6 

Oui 

Non 

Bordetella hinzi 

100 

Espece absente 

8 

Oui 

Acinetobacter spp. 

Acinetobacter spp. 

99 

Genre present 

9 

Nouvelle espece? 

Campylobacter sp. 

Campylobacter sp. 

99 

Genre present 

9 

Nouvelle espece 


systeme Bactec Fx® de BD) [9]. Un millilitre est preleve sur le 
flacon, centrifuge a 3000 rpm pendant 10 min. Le surnageant 
est jete, le culot est remis en suspension dans 1 mL d’eau 
distillee. Le tube est a nouveau centrifuge pendant 10 min a 
3000 rpm. Enfin le culot est remis en suspension dans 1 mL de 
tampon Tris EDTA, centrifuge 10 min. Le culot est remis en 
suspension dans un volume de 20a 50 pL d’acide formique a 
25 % (v/v), 1 pi est depose sur la plaque de depot avec ajout, 
apres evaporation, de 1 pL de matrice. Nous n’utilisons pas 
cette methode en routine, en effet, la technique permet 
une identification en 45 minutes extraction comprise et ne 
peut etre realisee au coup par coup. Cette methode est tres 
satisfaisante pour les hemocultures a cocci et bacilles Gram 
negatif ainsi que sur flacons anaerobie (le gain pouvant etre 
de plus de 48 h). 

Le milieu de culture des flacons d’hemoculture est une 
solution complexe contenant des proteines non bacteriennes 
du sang du patient et des milieux de croissance nutritifs 
[29]. Ces proteines parasites le spectre obtenu. Les proto- 
coles de preparation du culot bacterien a partir d’un flacon 
hemoculture positive sont nombreux, plus ou moins longs. Ils 
ont pour but I’elimination des cellules sanguines essentielle- 
ment par lyse de ces cellules, un lavage pour se debarrasser 
des proteines « parasites » avant extraction douce des pro- 
teines bacteriennes par la matrice. 

Dans toutes les etudes, les resultats les moins inte- 
ressants sont obtenus avec les bacteries a Gram positif, 
et notamment les streptocoques du groupe mitis/oralis. 
Les melanges donnent egalement de mauvais resultats 
ou seule la bacterie predominante est identifiee mais 
il peut egalement y avoir une mauvaise identification a 
I’espece. Le protocole optimal pour le traitement des 
flacons d’hemoculture reste a determiner et a evaluer; 
plusieurs protocoles ont ete publies, differents en fonc- 
tion du spectrometre utilise, des fournisseurs des flacons 
d’hemocultures [26-29]. Une methode standardisee ouvrira 
la voie a une automatisation. Se pose egalement le probleme 


de I’integration de la technique dans le flux de travail du 
laboratoire (positivite des flacons au fil de I’eau). 

Pour I’identification directement sur prelevement uri- 
naire, un pre-traitement est egalement necessaire. Ferreira 
et al. [30] ont propose une double centrifugation : une pre- 
miere etape de centrifugation a faible vitesse pour eliminer 
les leucocytes, puis une deuxieme etape de centrifugation 
a grande vitesse pour recueillir les bacteries, permettant 
ainsi une identification de 94,2% des bacteries, il faut 
pour cela des concentration tres elevees en bacteries. Il 
semble que le MALDITOF sur I’urine n’est pas rentable et pas 
assez efficace pour etre mis en oeuvre directement sur des 
echantillons d’urine. En effet, comme la plupart des isolats 
urinaires sont E. colt (> 80% chez les cystite survenant chez 
les jeunes femmes et environ 50% des infections urinaires 
compliquees). La culture reste de toute facon obligatoire 
pour la realisation de I’antibiogramme a partir de colonies 
isolees. 


Conclusions 

Les applications futures de la technique MALDI-TOF en 
microbiologie dependront de I’expansion des bases de don- 
nees actuelles ainsi que dans les domaines de la medecine 
veterinaire, de la pathologie vegetale, de la securite ali- 
mentaire, de la microbiologie industrielle, de la production 
d’eau potable, de la pharmacologie. . . Pour realiser des iden- 
tifications fiables des microorganismes dans ces domaines, 
les especes et les souches de reference pertinentes doivent 
etre choisies et incluses dans les bases de donnees. Outre 
la base de donnees, les progres technologiques permettront 
une automatisation du depot, une reduction au minimum de 
I’echantillon requis. Ils permettront d’ameliorer non seule- 
ment la vitesse d’acquisition des donnees, mais egalement 
la qualite des spectres de masse et, par consequent, le 
contenu de I’information de I’empreinte de masse. Ainsi 
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se developperont les applications futures de MALDI-TOF MS 
en microbiologie: etudes epidemiologiques des souches, 
etudes des facteurs de virulence. . . 

Une base de donnees complete et representative est 
une condition essentielle pour une identification precise 
des isolats par spectrometrie. Une mise a jour frequente 
de cette base avec des spectres de souches de reference, 
des souches isolees dans des laboratoires de diagnostic de 
routine peut avoir une incidence significative sur les perfor- 
mances d’identification AAALDI-TOF. Les bases doivent tenir 
compte de revolution de la taxonomie. Tout taxon inclus 
dans la base doit etre compare aux autres taxons deja pre- 
sents afin d’eviter les confusions et garder la capacite de 
distinction entre 2 taxons donnes. 

La methode est performante et est utilisable en rou- 
tine par les laboratoires d’analyses medicales et permet 
^identification des microorganismes au genre, I’espece, 
voire dans certains cas a la sous-espece. Les protocoles 
de preparation ou d’extraction doivent etre standardi- 
ses, la confection des bases etres extremement rigoureuse 
[31]. Les perspectives sont nombreuses: detection des 
resistances, etude epidemiologique des souches. . . La spec- 
trometrie de masse est un outil puissant de diagnostic 
microbiologique en routine. En quelques annees, la spectro- 
metrie a completement revolutionne la microbiologie [32]. 
II faut veiller a ce que la simplicite de la methode n’entraine 
pas un appauvrissement des connaissances en microbiologie 
systematique, il faut entretenir I’expertise microbiologique. 
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Summary Fabry disease is an X-linked inborn error of glycosphingolipid catabolism due to a 
deficiency of lysosomal a-galactosidase A (a-GalA). This deficiency leads to progressive and ubi- 
quitous accumulation of globotriaosylceramide (Gb3) in different tissues. In classic form, the 
disease is most severe in hemizygous males with early clinical signs predominated by acropares- 
thesia and angiokeratomas. Subsequently, accumulation of Gb3 in small vessels of organs causes 
organ failure. Heterozygous females are often symptomatic and severity of symptoms depends 
of random X chromosome inactivation. In males, the diagnosing is confirmed by the demonstra- 
tion of deficient a-Gal A enzyme activity in plasma, isolated leukocytes, and/or cultured cells. 
Molecular genetic testing is the most reliable method for the diagnosis of carrier females. Before 
the advents of enzyme replacement therapy (ERT), treatment for Fabry disease consisted of 
symptomatic management. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Resume La maladie de Fabry (MF) est une erreur innee du catabolisme des glycosphingo- 
lipides, liee a I’X. Cette sphingolipidose est due a un deficit en une enzyme lysosomale, 
I’a-galactosidaseA (a-Gal A). Ce deficit entraine I’accumulation progressive et ubiquitaire dans 
differents tissus des globotriaosylceramide (Gb3). Dans sa forme classique, I’affection touche 
plus severement les hommes hemizygotes avec des signes cliniques precoces predomines par des 
acroparesthesies et des angiokeratomes. Par la suite, I’accumulation progressive des Gb3 dans 
la microvascularisation des organes entraine une defaillance multiviscerale (renale, cardiaque 
et cerebrale). Les femmes heterozygotes sont souvent symptomatiques et la severite des symp- 
tomes depend de I’inactivation au hasard d’un chromosome X. Le diagnostic de la maladie est 
confirme par la determination de I’activite enzymatique pour les hommes et la recherche de 
la mutation du gene GLA pour les femmes. Le traitement de la MF est base sur une prise en 
charge symptomatique mais I’enzymotherapie substitutive reste la meilleure alternative. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 
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Introduction 

La maladie de Fabry (MF, OMIM # 301 500) etai't decrite pour 
la premiere fois par les dermatologues William Anderson et 
Johannes Fabry en 1898 [1,2]. 

C’est une erreur innee du catabolisme des glycosphingo- 
lipides, liee a I’X. Cette sphingolipidose est due a un deficit 
en une enzyme lysosomale, I’a-galactosidaseA (a-GalA, a- 
D-galactoside galactohydrolase ; EC 3.2.1.22). Ce defaut 
enzymatique conduit a I’accumulation progressive et ubi- 
quitaire dans differents tissus des glycosphingolipides non 
degrades, essentiellement, le globotriaosylceramide (Gb3) 
connu egalement sous le nom de ceramide trihexoside ou 
CTH (gal-gal-glu-ceramide) (Fig. 1) [3]. 

La MF est une maladie pleomorphe, dans sa forme clas- 
sique I’affection touche les hemizygotes et la maladie 
evolue en trois periodes, une phase precoce debutant dans 
I’enfance (dominee par des acroparesthesies et des angio- 
keratomes), une phase quiescente qui concerne les adultes 
ages de 20 a 30 marquee par I’attenuation des acroparesthe- 
sies mais I’apparition d’une proteinuries. Par la suite (vers 
la troisieme et la quatrieme decennie), I’accumulation pro- 
gressive des Gb3dans la microvascularisation des organes 
entraine une defaillance multiviscerale (insuffisance renale, 
et complications ischemiques cardiaque ou cerebrale) et 
reduit I’esperance de vie [4]. Certains patients peuvent 
avoir une forme atypique ou a debut tardif a predominance 
cardiaque ou renale. Les femmes heterozygotes sont sou- 
vent symptomatiques et la severite des symptomes depend 
de I’inactivation au hasard d’un chromosomeX [5]. 

La MF est pan-ethnique et les incidences rapportees 
varient de 1 /40 000 a 1/117 000 dans la population generale, 
mais les prevalence reelles semblent plus elevees [4-6]. Le 
depistage neonatal systematique a revele une prevalence 
etonnamment elevee de la maladie. Ainsi en Italie, la fre- 
quence est d’un sur 3100nouveau-nes [7] et a Taiwan, la 
frequence est d’un sur 1 500 nouveau-nes garcon [8]. En Tuni- 
sie, il n’y a pas d’enquete epidemiologique sur la MF. 

L’a-galactosidaseA 

L’a-GalA (a-D-galactoside galactohydrolase; EC 3.2.1.22) 
est une enzyme lysosomale d’environ 101 kDa. Cette enzyme 
est un homodimere, chaque monomere est constitue de 
398acides amines et possede un site actif. Les deux residus 
d’acide aspartique en position 170et 231 constituent le site 
catalytique qui permet de liberer I’a-galactose du substrat 
de I’enzyme [9,10]. 

Cette enzyme est synthetisee sous la forme d’un pre- 
curseur polypeptidique de 429acides amines, dont les 


Gala-Gaip-Gluc|B-Ceramide 
Globotriaosylceramide (Gb3) 


a-galactosidase A 


Galp-Gluc|3-Ceramide +a galactose 
Lactosylceramide (Gb2) 


Accumulation^ 
progressive 
lysosomale de Gb3 


..Deficit en a-galactosidase A 
Maladie de Fabry 


Figure 1 Catabolisme du globotiaosylceramide et deficit 
enzymatique responsable de la maladie de Fabry. 


31 premiers constituent le peptide signal qui est dive 
dans le reticulum endoplasmique. L’a-GalA ainsi syntheti- 
see va subir des modifications post-traductionnelles dans 
I’appareil de Golgi. Au niveau du compartiment cis-golgi, la 
N-glycosylation de I’enzyme permet I’acquisition des resi- 
dus mannose-6-phosphate (M6P). Le complexe M6P-enzyme 
se lie au recepteur M6P, cette liaison permet le transport 
de I’enzyme vers I’endosome. A ce niveau, le pH acide 
permet de dissocier I’enzyme du recepteur M6P. En suite, 
la dephosphorylation de I’enzyme permet d’obtenir une 
enzyme mature et fonctionnelle [11]. 

En utilisant des methodes d’hybridation moleculaire le 
gene (GLA) codant pour I’enzyme a ete localise sur le chro- 
mosomeX (Xq22). II a une taille d’environ 12 kb et comprend 
sept exons. L’ADNc de 1290pb code pour une proteine de 
429acides amines incluant a son extremite N-terminale un 
peptide signal de 31 acides amines et elle a la particula- 
rity de ne pas posseder de region 3' non traduite [12]. Plus 
de 585 mutations heterogenes ont ete enregistrees (dont 
435 referencees sur le site Human Gene Mutation Database 
[HGMD]) [13—15] dont 57% de mutation sont de type faux- 
sens ou les patients peuvent avoir une activite enzymatique 
residuelle, allant de 2 a 25% [16]. 

Les etudes d’activite residuelle GLA des formes mutantes 
de I’enzyme ont revele que la majorite avait des proprie- 
tes cinetiques similaires a I’enzyme sauvage, mais elles 
etaient beaucoup moins stables [17,18]. Ces resultats sug- 
gerent que le deficit enzymatique observe chez ces patients 
Fabry est due a un mauvais repliement de la proteine 
et/ou a un defaut de transport de I’enzyme vers les lyso- 
somes. Tres probablement, la proteine mutante est retenue 
dans le reticulum endoplasmique et ou elle est degradee. 
Par consequent, la decouverte de petites molecules appe- 
lees chaperonne peuvent aider le repliement des enzymes 
mutantes, prevenir une degradation prematuree et done 
augmenter la quantite d ’enzyme active dans les lysosomes 
[19]. 

Physiopathologie 

Dans la MF, le deficit en a-GalA conduit a I’accumulation 
progressive de glycosphingolipides neutres a residus a- 
galactosyl terminaux (le globotriaosylceramide ou CTH ou 
Gb3ou GL3) dans la plupart des tissus et des liquides bio- 
logiques. Les plus fortes concentrations en Gb3ont ete 
trouvees dans le rein, les ganglions du systeme nerveux auto- 
nome, mais egalement dans le coeur, la rate, I’intestin, le 
foie, les poumons, les amygdales, le muscle lisse, le foie 
foetal et le plasma [20,21]. 

Au niveau cellulaire, I’accumulation lysosomale de 
Gb3 entraine premierement une perturbation du metabo- 
lisme energetique, un dysfonctionnement du canal Ca 2+ /K + 
des cellules endotheliales et un stress oxydatif responsables 
d’une ischemie puis d’une mort cellulaire, secondairement, 
le processus inflammatoire qui s’installe serait responsable 
des lesions vasculaires, d’une perturbation de la maturation 
d’autophagocytose et d’une fibrose tissulaire irreversible 
[22-24], 

Cette surcharge lipidique touche particulierement : 
les cellules endotheliales, les cellules epitheliales de la 
cornee, des glomerules et des tubules renaux (responsable 
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de la proteinurie et de I’insuffisance renale), les cellules 
musculaires lisses telles que les myocytes et en particulier 
les cardiomyocytes (cardiomyopathie), les glandes sudo- 
ripares (anomalies de la sudation), les fibres des muscles 
piloerecteurs et les neurones ganglionnaires digestifs, des 
astrocytres et des cellules meningees. 

Description clinique 
Hommes hemizygotes Fabry 
Forme classique 

La forme classique de I’affection debute dans I’enfance 
(entre trois et dix ans) avec des signes precoces important 
a connaitre lorsque I’on considere que le delai entre le pre- 
mier symptome et le diagnostic est en moyenne de plus de 
15 ans chez I’homme et chez la femme. 

Les signes precoces comprennent : 

• des crises douloureuse a type d’acroparesthesies : il s’agit 
d’une douleur tres vive des extremites distales com- 
mencant le plus souvent a I’enfance ou au debut de 
I’adolescence. Ces acces durent entre quelques minutes 
et plusieurs jours et sont habituellement declenches 
par I’exercice, la fatigue, une emotion ou des varia- 
tions rapides de temperature et d’humidite [25,26]. Les 
acroparesthesies resultent probablement du depot de 
Gb3dans les petits vaisseaux qui irriguent les cellules 
nerveuses peripheriques. L’accumulation endotheliale 
de Gb3 retreat la lumiere vasculaire et provoque des 
spasmes du vaisseau ou I’apparition d’infarctus qui 
declenchent des douleurs tres vives [27] ; 

• des angiokeratomes : sont des maculopapules rouges fon- 
ces parfois hyperkeratosiques. L’ombilic, les flancs, les 
lombes, la racine des cuisses et le scrotum sont le 
plus communement atteints, mais il existe d’importantes 
variations dans la repartition et la densite des angiokera- 
tomes selon les patients [28] ; 

• des troubles de la sudation avec anhidrose ou, plus 
communement, hypohidrose [28] ; 

• une cornee verticillee qui correspond a des depots 
epitheliaux grisatres diffus ou lineaires et d’aspect tour- 
billonnant [25,26] ; 

• des douleurs abdominales, une diminution de la tolerance 
a I’exercice physique, une asthenie, une atteinte cochleo- 
vestibulaire [25,26]. 

Entre 20 et 30 ans (phase quiescente) apparait en general 
une proteinurie, a ce stade, les acroparesthesies peuvent 
diminuer spontanement en frequence et en intensity. 

A I’age adulte (plus de 30 ans), le tableau clinique evolue 
vers une maladie multisystemique avec : 

• une atteinte renale caracterisee par une diminution 
progressive du debit de la filtration glomerulaire (nephro- 
pathie glomerulaire) evoluant vers une insuffisance renale 
chronique [29] ; 

• une cardiomyopathie hypertrophique, troubles du rythme 
et de la conduction cardiaque [4] ; 

• des complications ischemiques cerebrovasculaires [30]. 


Variants atypiques 

Ces sont des variants dits tardifs ou attenues, qui sont dus a 
des mutations du gene GLA, qui sont a I’origine d’une acti- 
vity enzymatique residuelle de 2 a 20% contrairement a la 
forme classique [17,31]. 

Les mieux connus sont le variant renale et le variant 
cardiaque pour lesquels les signes initiaux tardifs sont 
des atteintes renales ou des atteintes cardiaques predo- 
minantes, respectivement. Ainsi, plusieurs etudes visent 
a depister la maladie dans des populations de patients 
porteurs d’une cardiomyopathie [32] ou qui sont des hemo- 
dialyses chroniques [33]. 

Femmes heterozygotes Fabry 

Bien que la MF est liee a I’X, les femmes ne sont pas seule- 
ment vectrices mais atteintes par la maladie a des degres 
divers avec une symptomatology tres variee. Cette hetero- 
geneity phenotypique est probablement lie a I’inactivation 
au hasard de I’un des deux chromosomes X, expliquant la 
coexistence de deux populations cellulaires en proportion 
variable selon les cas au sein d’un meme organe: I’une 
ayant un deficit en GLA et I’autre une activity enzymatique 
normale. 

Le signe clinique le plus frequent est la cornee verticillee 
( 70 % des conductrices) dont la presence est tres utile pour 
le depistage. Les angiokeratomes et les acroparesthesies 
sont observes dans 40 % et 10 % des femmes respective- 
ment. L’atteinte des organes vitaux (coeur, cerveau et rein) 
concerne 23 % des femmes avec un age median de 46 ans 
[ 5 , 26 ]. 

Demarche diagnostique 

Le diagnostic peut etre rapidement evoque dans la forme 
typique chez un sujet jeune devant les crises douloureuses 
des extremites qui sont associees a des angiokeratomes et 
a une ou plusieurs atteintes viscerales. Mais le diagnostic 
est souvent etabli tardivement apres I’apparition des pre- 
miers signes cliniques de la maladie. Ce decalage dans le 
temps confirme la non-specificite des signes cliniques de la 
maladie, mais aussi, une certaine meconnaissance de cette 
pathologie dans la communaute medicale, principalement 
en raison de sa rarete. Le diagnostic de la MF est clinique, 
mais aussi biologique par mesure de I’activite de I’enzyme 
deficiente et/ou genotypage du gene GLA [34]. 

Elements de suspicion 

Le clinicien doit systematiquement penser a la MF devant 
un sujet jeune presentant des signes cliniques inexpliques 

[35] : 

• crises douloureuses des extremites ; 

• crises algiques hyperthermiques ; 

• arthralgies au long cours, en particulier des interphalan- 
giennes ; 

• proteinurie; 

• diabete insipide nephrogenique ; 
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• accidents ischemiques transitoires, souvent recidivants 
chez un jeune homme ; 

• surdite neurogene d’apparition brutale; 

• cardiomyopathie ; 

• infarctus du myocarde chez un sujet jeune sans facteur 
de risque. 

En presence de symptomes et/ou de signes cliniques 
suggestifs de la maladie, la constitution d’un arbre genealo- 
gique permet de rechercher les elements evocateurs d’une 
affection hereditaire a transmission liee a I’X. 

Confirmation biochimique 
Mesure de I’activite enzymatique 

L’a-GalA catalyse I’hydrolyse de divers substrats artifi- 
ciels possedant un residu galactose en position alpha 
terminale, parmi lesquels le 4-methylumbelliferyl-a-D- 
galactopyranoside, substrat synthetique couramment utilise 
pour le diagnostic de la MF Pour ameliorer la specifi- 
cite de la reaction enzymatique, I’ajout de la N-acetyl 
D-galactosamine est indispensable pour inhiber l’a-N-acetyl 
galactosaminidase. Cette derniere sera a I’origine d’une 
erreur par exces de I’ordre de 20% lors de ^interpretation 
des resultats [34,36]. Le deficit enzymatique en a-GalA peut 
etre mis en evidence dans le plasma, le serum, les leuco- 
cytes, les fibroblastes cutanes en culture et les villosites 
choriales [36]. 

La methode fluorimetrique peut etre appliquee egale- 
ment sur une goutte de sang fixe sur du papier filtre, ce qui 
permettrait un stockage de I’echantillon jusqu’a six mois 
tout en gardant la stabilite de I’enzyme (contrairement aux 
concentres leucocytaires) [37]. 

Chez les hemizygotes, la determination de I’activite a- 
GalA est la methode de reference pour la confirmation 
diagnostique. La mesure de I’activite a-GalA permet en 
outre de distinguer les hemizygotes atteints des variants de 
la maladie, qui ont une activite a-GalA residuelle, allant de 
5 a 20% de la normale [14,38]. L’enzymologie permet egale- 
ment le diagnostic prenatal a partir des villosites choriales 
ou des cellules amniotiques en culture [39]. 

L’identification des femmes conductrices de la maladie 
par I’enzymologie est beaucoup moins fiable. De nombreux 
heterozygotes ont des valeurs intermediates d’activite a- 
GalA dans differents echantillons biologiques. Du fait de 
I’inactivation fonctionnelle d’un des deux chromosomes X 
dans chaque cellule, les heterozygotes peuvent avoir des 
activites enzymatiques allant theoriquement de zero a 
la normale [38]. Pour etablir un diagnostic enzymatique 
d’heterozygotie plus fiable, la confirmation de I’existence 
de deux populations cellulaires, normales et mutees, peut- 
etre realisee par dosage enzymatique sur des racines des 
cheveux, ou sur des fibroblastes cutanes en culture [35]. 
Toutefois, ces deux methodes exigent des procedures expe- 
rimentales repetitives et fastidieuses. 

Dosage des ceramides urinaires 

Le Gb3 urinaire provenant de la desquamation des cellules 
tubulaires renales constitue le meilleur marqueur de la MF 
compare au Gb3 plasmatique [38]. Ainsi, la spectrometrie de 
masse en tandem (technique MS/MS), est une micromethode 


particulierement sensible et specifique qui a permis le deve- 
loppement du dosage de Gb3 urinaire [40]. 

Chez les hommes hemizygotes pour la MF, le dosage du 
Gb3 urinaire permet de confirmer le diagnostic, et eventuel- 
lement d’etablir une correlation avec les signes cliniques, si 
I’on est en presence d’une forme classique ou d’un variant 
de la maladie [40]. 

Chez les femmes, le diagnostic des heterozygotes est net- 
tement plus informatif par le dosage du Gb3 urinaire que 
par la mesure de I’a-Gal A leucocytaire. Chez une femme, la 
normalite de ces analyses (a-Gal A et Gb3) ne permet jamais 
d’exclure completement le diagnostic de la MF, qui peut etre 
confirme uniquement par I’etude du gene GLA [38]. 

Un Gb3 urinaire significativement eleve au moment du 
diagnostic permettrait le suivi de la therapeutique enzyma- 
tique substitutive. 

Etude moleculaire du gene GLA 

Le gene GLA est de petite taille et le sequencage complet 
des sept exons et des jonctions introns— exons permet 
I’identification de la mutation responsable. Les etudes fami- 
liales sont alors faciles par la recherche de la mutation ainsi 
identifiee qui permet en particulier d’affirmer ou d’exclure 
le diagnostic chez les femmes apparentees [14—16]. 

Si le cas index familial est une femme, le dosage du 
Gb3 urinaire permet d’orienter le diagnostic mais seule 
I’etude du gene permet d’affirmer le diagnostic si une muta- 
tion connue est identifiee. 

Diagnostic histologique 

Toute biopsie (cutanee, renale, endomyocarque. . .) est 
potentiellement informative dans la mise en evidence d’une 
surcharge lipidique caracteristique de la MF. La decouverte 
sur biopsie d’organe d’une microvacuolisation cellulaire et 
surtout d’inclusions denses intracellulaires ou figures mye- 
liniques, en microscopie electronique, permet de poser le 
diagnostic de la maladie [41,42]. 

Autres marqueurs et biomarqueurs 

Certaines anomalies biologiques sont observees chez des 
patients atteints de la MF tel que I’anemie, la carence 
en vitamineD I’hyperhomocysteinemie, I’elevation du HDL 
cholesterol et (’augmentation du Lp (a). L’examen des 
sediments urinaires peut reveler des cylindres et des ery- 
throcytes. Des taux eleves de peptide natriuretiqueB (BNP) 
et de troponine Ic ont ete trouves chez des patients presen- 
tant une hypertrophie ventriculaire gauche avancee [43]. 

Dans la MF, des biomarqeurs plasmatiques et urinaires ont 
ete proposes mais qui ne sont pas specifique de la maladie. 

Une legere elevation du taux de la chitotriosidase plas- 
matique a ete rapportee chez des patients masculins, mais 
pas chez les femmes heterozygotes [44]. 

Une augmentation du globotriaosylsphingosine plasma- 
tique ou du lyso-Gb3 a ete signalee chez les patients atteints 
de la MF [44]. Le Lyso-Gb3est considere comme un facteur 
de risque independant pour le developpement de lesions 
cerebrovasculaires chez les hemizygotes, alors que chez 
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les femmes, la concentration plasmatique de lyso-Gb3est 
correlee a la severite de la maladie. De plus, le Lyso- 
Gb3urinaire peut contribuer dans I’apparition de la lesion 
glomerulaire des patients en favorisant la liberation de 
mediateurs secondaires ( transforming growth factor-betal 
[TGF-pi] et le recepteur du facteur d’inhibition des macro- 
phages CD74) [44]. 

La sphingosine-1 -phosphate (SI P) a ete identifiee comme 
une activite biologique favorisant la croissance des fac- 
teurs impliques dans le remodelage cardiovasculaire chez 
les hemizygotes et les femmes ayant la MF. 

Par ailleurs, il y a une forte correlation entre les taux 
plasmatiques de la SIP et I’indice de masse ventriculaire 
gauche (MVL), ainsi que I’elevation de I’epaisseur intima- 
media (EIM) carotidien chez les patients ayant la MF [45]. 

Traitement et prise en charge 

Avant I’introduction de I’enzymotherapie substitutive, le 
traitement de la MF est base sur le traitement sympto- 
matique. Les acroparesthesies douloureuses sont traitees 
au mieux par les carbamazepines et/ou la diphenylhydan- 
toine [46]. Pour les angiokeratomes, I’utilisation du laser 
est proposee pour empecher la formation de nouvelles 
lesions [47]. En cas de proteinurie, une nephroprotection 
basee sur la prescription a dose optimale d’un inhibi- 
teur de I’enzyme de conversion de I’angiotensine ou d’un 
agoniste des recepteurs de I’angiotensine [48] est recom- 
mandee. La transplantation renale doit etre preferee a 
I’hemodialyse en cas d’insuffisance renale terminate. La 
prescription de spironolactone, I’arret du tabac, I’utilisation 
d’antiagregants plaquettaires, le controle du profit lipidique 
et une supplementation en acide folique sont classiquement 
recommandes pour la prevention du risque d’ atteinte vas- 
culaire chez les patients atteints MF [49]. 

Depuis 2001, I’efficacite d’un traitement specifique, 
I’enzymotherapie substitutive par perfusions d’a-GalA 
recombinante a ete evaluee dans differents essais cliniques 
ayant conduit a I’autorisation de mise sur le marche de 
deux enzymes recombinantes I’agalsidase a (REPLAGAL®) et 
I’agalsidase p (FABRAZYME®) [50], Les resultats des essais 
cliniques ont demontre le benefice clinique de I’ERT pour 
ameliorer la qualite de vie, stabiliser la fonction renale et 
diminuer I’hypertrophie ventriculaire gauche [50-52]. Pour 
I’agalsidase |3, des benefices histologiques et biochimiques 
evidents en termes de clairance du substrat des cellules 
endotheliales des reins, de la peau et du coeur avec reduc- 
tion des taux de Gb3 plasmatiques et urinaires [4,53] ont ete 
rapportes. Un traitement precoce reste indispensable pour 
atteindre les buts therapeutiques, cependant le traitement 
a long court induit I’apparition des anticorps IgG contre 
I’agalsidase a. Compte tenu de I’expression phenotypique 
heterogene de la maladie, il est indispensable de recueillir 
des donnees complementaires sur I’histoire naturelle de la 
maladie et les benefices cliniques de I’enzymotherapie dans 
les populations pediatriques et sur les femmes heterozy- 
gotes afin de mieux apprecier I’efficacite et la tolerance 
au long cours de I’enzymotherapie substitutive. 

D’autres strategies therapeutiques specifiques se sont 
developpees a fin de produire des molecules presentant une 
meilleure biodisponibilite (administre par voir oral, traverse 


la barriere hemato-encephalique. . .), non immunogene et 
ayant un prix de production faible. Parmi les therapies 
actuellement explorees dans la traitement de la MF, il y a la 
therapie genique, la reduction du substrat, les activateurs 
enzymatiques et les molecules chaperonnes. Seule les mole- 
cules chaperonnes constituent actuellement une alternative 
therapeutique potentielle pour la MF. Ces petites molecules 
vont se lier a I’enzyme mutee, permettant ainsi un replie- 
ment et une maturation correcte de I’enzyme et en fin 
facilite son adressage vers le lysosome. Les effets des mole- 
cules chaperons ont ete explores dans d’autres maladies 
lysosomale tel que la maladie de Gaucher et la maladie de 
Pompe. La deoxygalactonojirimycin inhibiteur de GLA est la 
seule molecule chaperonne qui a ete evaluee par des essais 
cliniques. Ce traitement est propose comme un complement 
de I’ERT [51]. 

Conclusion 

La MF est une maladie de surcharge lipidique qui entraine 
une dysfonction progressive des fonctions vitales. Ce 
caractere progressif rend le diagnostic souvent tardif ou 
I’enzymotherapie substitutive n’est pas efficace. Un depis- 
tage (clinique, biochimique et genetique) des sujets a risque 
est indispensable pour une meilleure prise en charge thera- 
peutique. 
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Summary Immunoinfertility is an important problem, involving a significant number of infer- 
tile men. According to the literature many factors can induce the development of antisperm 
antibodies (ASA) in the male serum of genital fluids such as genital trauma, history of genital 
infections, varicoceles and vasectomy. Antisperm antibodies can impair the fertilizing capa- 
city of spermatozoa by decreasing the semen parameters, mucus penetration and by inhibiting 
sperm-oocyte interaction. Moreover, ASA may have a deleterious effect on embryo develop- 
ment and implantation. Various methods have been proposed to reduce ASA production and to 
treat this class of infertility. In the present review, we note the different physiopathological 
mechanisms responsible for the production of ASA in humans, various detection techniques ASA, 
their involvement in the couple’s infertility and the different therapeutic methods to propose 
in the case of the immune infertility. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Resume Les anticorps anti-spermatozoYdes (ASA) torment une categorie de glycoproteines fre- 
quemment rencontree chez les hommes infertiles. Les facteurs physiopathologiques a I’origine 
du developpement de cette auto-immunite sont a nos jours mal definis. Cependant, les trau- 
matismes testiculaires, les antecedents defections urogenitales, les cures de varicocele, la 
vasectomie ainsi que les pratiques homosexuelles sont toujours evoques dans les cas d’une infer- 
tility immunologique. Cette categorie d’anticorps est a I’origine d’une alteration de la capacity 
du spermatozoide a franchir le mucus cervical et a interagir avec I’ovocyte. De plus, les ASA 
peuvent alterer le developpement embryonnaire et son implantation au niveau de I’endometre 
de la femme. Plusieurs strategies ont ete proposees soit pour reduire les taux de ces ASA dans le 
sperme ou le serum de I’homme ou encore pour traiter les couples souffrant d’une telle infer- 
tility. Dans cette presente revue, nous relevons les differents mecanismes physiopathologiques 
a I’origine de la production des ASA chez I’homme, les differentes techniques de mise en 
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evidence des ASA, leur implication dans I’infertilite du couple ainsi que les differents moyens 
therapeutiques a proposer dans le cadre de cette infertilite d’origine immunologique. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Selon reorganisation Mondiale de la sante, I’infertilite est 
definie par I’absence de grossesse apres au moins 12 mois de 
rapports non proteges [1]. On peut considerer I’infecondite 
comme primaire, lorsque la femme n’a jamais concu et 
secondaire lorsqu’elle a concu au moins une fois, mais ne 
peut parvenir a etre de nouveau enceinte [2]. Dans de nom- 
breuses cultures, la femme est consideree comme le seul 
responsable de I’infertilite conjugale, la science vient ainsi 
contredire ce raisonnement traditionnel, non fonde et met 
I’accent sur I’implication de I’homme dans le retard ou 
I’absence de grossesse. En effet, dans environ un tiers des 
cas, I’infertilite est d’origine masculine et dans un second 
tiers les facteurs masculins et feminins sont associes, on 
parle alors d’une infertilite d’origine mixte [3]. 

Les causes de I’infertilite masculine sont variables et 
incluent notamment les causes immunologiques. En effet, 
la relation entre les anticorps anti-spermatozoYdes (ASA) 
et I’infertilite est reconnue [4] et la prevalence des anti- 
corps anti-spermatozoYdes chez les hommes infertiles est a 
peu pres 26 fois plus que chez les hommes fertiles. Mais la 
survenue de grossesse chez des couples dont I’homme pre- 
sente de tels anticorps rend I’incrimination de ce concept 
immunologique dans I’infertilite un fait relatif et variable 
selon le taux, I’isotype, le site de fixation et I’action des 
ASA. Dans cette presente revue, nous relevons les differents 
mecanismes physiopathologiques a I’origine de la produc- 
tion des ASA chez I’homme, les differentes techniques de 
mise en evidence des ASA, leur implication dans I’infertilite 
du couple ainsi que les differents moyens therapeutiques a 
proposer dans le cadre de cette infertilite d’origine immu- 
nologique. 

Antigenicite du spermatozoYde 

Differentes strategies ont permis ^identification de nom- 
breux antigenes spermatiques. L’une des methodes utilisees 
est celle des anticorps polyclonaux diriges contre les pro- 
teines de surface du spermatozoYde. Ces anticorps sont 
recuperes a partir du serum des patients infertiles ou vasec- 
tomises [5]. Parmi les antigenes spermatiques identifies, 
nous citons certaines proteines principales : 

• la FA-1 : est une glycoproteine ayant un poids moleculaire 
de 68/70 kDa localisee sur la membrane plasmatique des 
cellules germinales males; 

• la LDH-C4 : trouvee exclusivement au niveau des sperma- 
tozoYdes ; 

• la DE : est une proteine impliquee dans la fusion des 
gametes lors de la fecondation ; 

• la P34H : est une proteine qui joue un role important dans 
le processus de la fecondation ; 

• le P26H : cet antigene est acquis au cours de la maturation 
epididymaire du spermatozoYde et il intervient dans la 


liaison du spermatozoYde a la zone pellucide de I’ovocyte 
secondaire ; 

• PH-30 : proteine de surface impliquee dans la fusion entre 
le spermatozoYde et I’ovocyte ; 

• SP-10: proteine intra-acrosomiale du spermatozoYde 
interagissant avec la ZP. 

La notion d’antigenicite ou d’immunogenicite du sper- 
matozoYde est prouvee depuis plus d’un siecle, e’est en 
1899 que Landstein a demontre que I’injection de sperme 
heterologue provoque la production des ASA chez le cobaye 
[6], puis Metchnikoff a ete le premier a demontrer que 
meme I’injection de spermatozoYdes homologues dans la cir- 
culation sanguine pourrait induire une reponse immunitaire 
chez I’animal. La presence des ASA humains a ete mise en 
evidence par Nakabayashi et al. Ces anticorps ont ete trou- 
ves aussi bien chez I’homme que chez la femme [6]. 

Production des anticorps anti-spermatozoi'des 
(ASA) 

Les ASA sont des immunoglobulines (Igs) secretees par les 
lymphocytes B suite a une activation antigenique. La pro- 
duction des ASA est due essentiellement au passage des 
antigenes spermatiques dans la circulation sanguine a la 
suite de la rupture de la barriere hemato-testiculaire et 
leurs interactions avec les cellules immunocompetentes. 
Cette production peut etre expliquee par le concept de 
I’antigene exclu. En effet, contrairement aux autres mole- 
cules du soi vis-a-vis desquelles I’organisme developpe une 
tolerance immunitaire centrale a un age precoce, les mar- 
queurs specifiques des spermatozoYdes ne sont produits qu’a 
partir de la puberte. De ce fait, ces antigenes ne seront 
pas reconnus comme appartenant au soi et provoquent ainsi 
une reaction immunitaire qui se traduit par la production 
des anticorps diriges contre ces epitopes spermatiques [7]. 
La production d’ASA ne serait pas due exclusivement a un 
contact entre le systeme immunitaire et les antigenes sper- 
matiques mais pourrait etre la consequence de I’existence 
d’une communaute antigenique et de la possibility de reac- 
tion croisee avec certains antigenes microbiens. 

Ces anticorps peuvent etre immobilisants, agglutinants 
ou cytotoxiques. 

Les ASA renferment des anticorps de trois categories : 

• des IgA anti-spermatozoYdes: les IgA sont caracterisees 
par leur chaine lourde a. Dans le serum, elles sont majo- 
ritairement sous forme monomerique alors qu’elles sont 
dimeriques dans les secretions et sont ainsi appelees IgA 
secretaires. Elles sont dotees d’un pouvoir agglutinant des 
spermatozoYdes grace a leur valence. Ces dernieres sont 
secretees essentiellement au niveau de I’epididyme; 

• des IgG anti-spermatozoYdes: les IgG constituent la 
classe d’anticorps la plus importante dans I’organisme, 
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caracterisees par leur chaine lourde gamma. II s’agit 
d’anticorps monomeriques. Elies sont dotees d’un pouvoir 
cytotoxique ; 

• des IgM anti-spermatozoYdes : sont caracterisees par leur 
chaine lourde p. Les IgM sont les premiers anticorps 
synthetises lors de la reponse immunitaire, ce sont des 
anticorps agglutinants par excellence grace a leur valence 
elevee et entrainent I’activation du complement (les IgM 
circulantes sont pentameriques). Cependant, il s’agit de 
molecules de grand poids moleculaire : 970 KD qui ne tra- 
versent pas la barriere cellulaire. 

Effets des anticorps anti-spermatozoides sur 
la fertilite 

La presence des ASA chez I’homme entraine une perturba- 
tion de nombreuses etapes indispensables a la fecondation 
normale et peut avoir ainsi des effets defavorables sur la 
fertilite : 

• I’agglutination des spermatozoides [6] ; 

• la diminution de la mobilite des spermatozoides [6] : les 
anticorps immobilisants se forment moins frequemment 
mais leur influence sur la fertilite est plus importante que 
les anticorps agglutinants ; 

• la diminution de la numeration des spermatozoides, dans 
la mesure ou les ASA pourraient avoir un effet cytotoxique 
sur les spermatozoides, a la suite de I’activation de la voie 
classique du complement et la formation du complexe 
d’attaque membranaire (CAM), qui entraine leur cytolyse 
[6], En revanche, certaines etudes ont demontre que la 
spermatogenese n’est pas affectee par les ASA [8] ; 

• I’inhibition de la penetration des spermatozoides dans la 
glaire cervicale (propriete liee a l’ IgA) [9] ; 

• I’inhibition de la capacitation [6] ; 

• I’inhibition de la reaction acrosomique. En effet, une 
etude realisee par Tsukui et al. a demonte que les sper- 
matozoides des donneurs fertiles deviennent incapables 
de penetrer la zone pellucide des ovocytes secondaires a 
la suite de leur incubation avec des ASA [10] ; 

• I’inhibition de la fecondation, d’autant plus qu’il a ete 
prouve que les anticorps ont la capacite de penetrer la 
zone pellucide. La diminution du pourcentage de clivage 
embryonnaire. Naz a prouve que les embryons issus de la 
fecondation d’un ovocyte secondaire et un spermatozoide 
recouvert d’anticorps presentent des clivages anormaux 
[ 11 ]; 

• la perturbation de I’implantation de I’oeuf [11] ; 

• augmentation des taux de fausses couches. En effet, Lah- 
teenmaki et al. ont enregistre un pourcentage de fausses 
couches egales a 38,5% a la suite de la pratique d’une 
injection intracytoplasmique (ICSI) en utilisant des sper- 
matozoides recouverts d’anticorps [12]. 

Mise en evidence des anticorps 
anti-spermatozoides : techniques et 
interpretation 

Chez I’homme, les ASA peuvent etre detectes dans le serum 
des hommes et des femmes et dans le liquide seminal a des 


concentrations assez variables selon la periode du cycle chez 
les femmes et I’etat inflammatoire chez les hommes. 

Un nombre tres important de tests immunologiques sont 
utilises dont on peut citer : la reaction d’agglutination mixte 
(Mixed Antiglobulin Reaction Test [MAR Test]), le test de fixa- 
tion des immunobilles direct (Immunobead Test [IBT]) et les 
tests dependants du complement. 

Reaction d’agglutination mixte 

II s’agit d’une technique simple et rapide qui se base sur 
I’utilisation de billes de latex couplees a des immunoglobu- 
lines humaines. Ces billes sont melangees avec le sperme 
frais a etudier, I’ajout du serum anti-lgs humaines (Igs de 
lapin anti-lgs humaines) entraine I’agglutination des ASA. 
L’absence de spermatozoides recouverts de billes de latex 
temoigne de la non-existence des ASA. En cas de presence 
des anticorps, les billes de latex recouvrent partiellement 
les spermatozoides. 

Les pourcentages etablis seront interprets comme suit : 

• 0—9 % : le test est considere negatif ; 

• 1 0—49 % : le test est douteux ; 

• superieur a 50% : le test est positif. 

Le MAR Test direct ne peut etre realise que lorsqu’une 
quantite suffisante de spermatozoides mobiles est presente 
dans I’ejaculat : 

• le test peut manquer de precision si le pourcentage des 
spermatozoides mobiles est inferieur a 20% ; 

• si la concentration des spermatozoides est inferieure a 
10 millions de cellules par mL, seule la lecture apres 
trois minutes serait possible. 

Au-dessous de 5 x 10 6 spermatozoides par mL, une mobi- 
lite superieure a 50% est necessaire pour pouvoir realiser le 
test. 

Test de fixation des immunobilles direct 

II necessite un lavage prealable des spermatozoides, ce qui 
permet I’elimination des immunoglobulines libres minimi- 
sant ainsi les faux negatifs [13]. 

L’lBT se base sur I’utilisation de billes de polyacry- 
lamide couplees a des anticorps anti-IgA, IgM et IgG 
humaines. L’interet de ce test est de definir le type 
d’immunoglobulines fixees sur le spermatozoide et de visua- 
liser la localisation des billes (au niveau de la tete, de la 
piece intermediate, du flagelle ou localisation mixte). Ce 
test est considere positif si plus de 20% des spermatozoides 
mobiles sont porteurs de billes. 

Tests dependants du complement 

Les ASA peuvent etre detectes grace a leur capacite de 
fixer le complement a la suite de leurs interactions avec 
les epitopes spermatiques. Les complexes immuns ainsi for- 
mes activent la voie classique du complement en entraYnant 
la lyse des spermatozoides. Cet effet cytolytique peut etre 
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evalue par I’utilisation de colorants specifiques, tels que 
I’eosine, qui traversent la membrane des cellules mortes. 

Cette categorie de test est limitee a la detection des IgG 
et des IgM (les anticorps fixant le complement) et ne peut 
pas etre utilisee pour la mise en evidence des IgA. 

Indications de la recherche des anticorps 
anti-spermatozoi'des chez I’homme 

Signes revelateurs biologiques 

Le spermogramme est I’examen biologique de refe- 
rence pour explorer une infertility masculine. L’auto- 
immunisation est recherchee en cas d’une : 

• agglutination spontanee du sperme, cette derniere se 
produit lorsqu’au moins deux paratopes des anticorps se 
fixent sur au moins deux cellules separees, mais la pre- 
sence d’agglutination n’est pas toujours due a la presence 
des ASA ; 

• necrospermie peut etre associee a la presence des ASA 
cytotoxiques, la recherche d’une auto-immunisation est 
aussi recommandee; 

• alteration de la mobilite des spermatozoYdes avec ou sans 
phenomene de shaking lie a la presence des IgA. Cette 
classe d’immunoglobuline a tendance a se lier par sa par- 
tie Fc aux micelles du mucus cervical [9]. Cette liaison se 
traduit par un mouvement non coordonne des spermato- 
zoYdes. Ce phenomene peut etre mis en evidence par le 
test de contact des spermatozoYdes avec le mucus cervical 
en periode preovulatoire : Sperm-cervical Mucus Contact 
Test (SCMCT) de Kremer et Jager ; 

• oligospermie, c’est-a-dire une concentration des sperma- 
tozoYdes est inferieure a 20 millions de spermatozoYdes 
par mL ; 

• leucospermie (lorsque plus d’un millions de leucocytes 
sont presents par mL de sperme). 

Signes revelateurs cliniques 
Antecedents urogenitaux 

Cryptorchidie. La cryptorchidie est I’absence de la des- 
cente d’un ou des deux testicules dans le scrotum pendant 
la vie intra-uterine. Mais une etude realisee par Lenzi et al. a 
demontre la non-implication de la cryptorchidie suivie d’une 
orchidopexie a un age prepubere dans la survenue des ASA 
a I’age adulte [14]. 

Cancer testiculaire. Une etude realisee par Paoli et al. sur 
190 patients souffrant d’un cancer testiculaire n’a revele 
que trois cas d’lBT positifs. De ce fait, les tumeurs testi- 
culaires ne semblent pas etre un facteur d’apparition des 
ASA [15], 

Varicocele. Gilbert et al. ont demontre, par une technique 
immunoenzymatique (Elisa), la presence d’ASA chez 32 % des 
patients souffrant d’une varicocele [16]. 

Traumatismes testiculaires. II est possible que les trau- 
matismes repetes (sports, velo. . .) puissent entraYner la 
formation d’ASA [4]. 

Infections genitales, urinaires et les inflammations chro- 
niques du tractus genital. Les etudes sur I’implication des 


micro-organismes dans la production des ASA et la notion 
de reaction croisee sont encore non concluantes. En effet, 
Blanc et Boubli indiquent que 30 % des hommes ayant eu une 
infection developpent des ASA [17]. De nombreuses etudes 
ont prouve qu’il existe des particules virales, bacteriennes 
et fongiques capables de s’attacher a la membrane du sper- 
matozofde et de se comporter comme vecteur incitant le 
systeme immunitaire a reagir contre ces propres molecules 
[18]. Toutefois, une etude plus recente realisee en 2008 par 
Marconi et al. sur 1 33 patients ne montre aucune association 
entre les inflammations ou les infections du tractus genital 
et les resultats du MAR Test/IBT [19]. De plus, Wolff et al. 
n’ont pas demontre une relation entre la leucospermie et 
I’apparition des ASA [20]. 

Antecedents chirurgicaux 

La vasectomie est, a ce jour, la seule methode de contra- 
ception masculine. Presque la moitie des hommes dont les 
canaux deferents ont ete ligatures developpent des ASA 
immobilisants ou agglutinants. Selon les etudes, la vasec- 
tomie entraYne I’apparition des IgM deux semaines apres 
^intervention [21]. Meinertz et al. ont etudie le taux de 
grossesses apres reparation chirurgicale d’une vasectomie. 
Les resultats trouves confirment I’implication du facteur 
immunologique dans I’infertilite masculine : 

• en presence des IgG seules, le taux de grossesse est de 
85,7%; 

• en presence des IgA seules, le taux de grossesse enregistre 
est de 42,9% ; 

• si la totalite des spermatozoYdes sont recouverts d’ IgA, le 
taux de grossesse diminue encore de moitie pour atteindre 
21,7%; 

• le taux de grossesse devient nul lors d’une association 
isotypique avec un taux eleve d ’IgG serique [8]. 

Biopsie testiculaire. Depuis 1 974, Hajort et al. ont demon- 
tre la survenue d’ASA a la suite de la pratique d’une biopsie 
testiculaire [22]. 

Homosexuality et sodomie 

Wolff et Schill ont etudie I’incidence des ASA chez des 
hommes homosexuels par une technique immunoenzyma- 
tique. Les resultats obtenus indiquent que 23,6% des 
patients homosexuels sont positifs pour les IgG et/ou IgM. 
Cette incidence elevee d’ASA chez les homosexuels mascu- 
lins peut s’expliquer par le contact entre les spermatozoYdes 
et le systeme immunitaire et I’absorption du sperme par 
la muqueuse rectale au cours d’une penetration anale ou 
sodomie [23]. 

En depit de ces risques, I’origine des ASA n’est 
pas toujours expliquee. Comme la plupart des maladies 
auto-immunes, le facteur genetique pourrait expliquer la 
predisposition de certaines personnes a developper une 
auto-immunite par rapport a d’autres. Cette hypothese a 
ete renforcee par la presence des ASA chez 10% des cas 
developpant en parallele des auto-anticorps antithyrofdiens 
[24]. 

Toutefois, de nombreux hommes sans antecedents patho- 
logiques developpent des ASA. 
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Moyens therapeutiques 

L’emploi des corticoYdes a ete propose comme traitement 
de I’infertilite immunologique par Shulman et al. en 1978, 
une dose de 96mg/j de methylprednisolone a ete pres- 
crite aux couples souffrant de ce type d’infertilite pendant 
sept jours par mois, seule une grossesse a ete obtenue 
[25]. Une autre etude comparative plus recente a mon- 
tre que I’insemination intra-uterine (IIU) avec sperme du 
conjoint permet d’atteindre des taux de grossesses plus ele- 
ves que le traitement par les corticoYdes. De plus, il a ete 
prouve que les corticoYdes sont non seulement inefficaces 
par rapport a 1’IIU mais presentent aussi des risques sur 
la sante. L’llU a montre un potentiel therapeutique assez 
important dans ce genre d’infertilite, du fait que la pre- 
paration du sperme a inseminer peut reduire les effets 
agglutinants et cytolytiques des ASA. Cependant, les lavages 
ordinaires realises au cours de I’etape de preparation du 
sperme n’ont pas montre leur efficacite dans I’elimination 
des ASA fixes aux spermatozoYdes et la rupture de la liai- 
son anticorps— antigene spermatique, caracterisee par sa 
forte affinite. Les premieres etudes realisees a ce propos 
ont demontre la necessite de laver le sperme plusieurs fois 
et de le suspendre dans du serum albumine humaine (HSA) 
avant insemination. Mahmoud et Comhaire, quant a eux, ont 
enregistre un taux de grossesse de 8,6% par cycle d’ IIU avec 
un sperme collecte dans un milieu contenant 3% de HSA 
(agissant comme antioxydant) et dont le plasma seminal a 
ete elimine rapidement par centrifugation au gradient de 
densite [13]. 

Quant a la fecondation in vitro (FIV), une etude rea- 
lisee par Ombelet et al. a permis d’enregistrer des taux 
de grossesse de 64,30% apres un maximum de trois cycles 
d’insemination artificielle pour 46,60% a la suite d’une FIV 
chez 29 couples infertiles dont le conjoint presente des taux 
d’ASA superieurs a 50% avec predominance des IgG [26]. De 
point de vue rapport efficacite— prix, 1’IIU reste la thera- 
pie de choix dans certains cas d’infertilite immunologique. 
Cependant, dans les cas les plus severes et a la suite des 
echecs d’ IIU, il est generalement recommande de recourir 
a I’ICSI. En effet, Naggy et al. ont demontre qu’il n’existe 
pas de difference significative entre les taux de grossesse 
enregistre a la suite de la pratique d’une ICSI entre les 
patients presentant des taux d’anticorps superieurs a 80% 
et ceux presentant des tests negatifs pour les ASA. Tou- 
tefois, le nombre des embryons de mauvaise qualite etait 
plus eleve chez ceux qui presentaient des ASA superieurs a 
80% [27]. Cependant, le succes de I’ICSI dans le traitement 
de I’infertilite immunologique ont pousse les chercheurs 
a s’interroger quant a la place de la recherche des anti- 
corps en pratique clinique a I’heure de I’ICSI [3], mais reste 
a savoir que le but reel de la recherche des ASA chez 
I’homme comme chez la femme n’est pas seulement de 
trouver n’importe quelle therapie, mais plutot de mettre en 
oeuvre une strategie preventive et orienter le couple vers la 
methode la plus rapide, la moins penible et la plus adaptee 
a leur cas. 

En effet, il est important d’accorder plus d’importance 
aux parametres qui peuvent evoquer la presence des 
ASA dans le sperme du conjoint telles les aggluti- 
nants, de recourir aux methodes enzymatiques qui ont 
prouve leurs potentiels dans la reduction du nombre de 


spermatozoYdes fixes en entraTnant la rupture de certaines 
liaisons anticorps— antigene sans pour autant alterer le pou- 
voir fecondant du spermatozoide. En effet, I’utilisation de la 
chymotrypsine, une enzyme digestive fabriquee par le pan- 
creas avant IIU avec des echantillons de sperme presentant 
100% de spermatozoYdes recouverts d’anticorps, a donne un 
taux de grossesse de 11 % par cycle d’HU [28]. Il est aussi 
recommande de chercher ce type d’anticorps dans le sang 
des patients presentant des taux d’ASA superieurs a 40%, 
d’employer de nouvelles techniques de depistage des ASA 
plus precises et plus specifiques afin de couvrir I’intervalle 
assez etendu des resultats douteux du MAR Test, d’utiliser 
1’IBT comme seconde technique permettant de determiner 
les taux de spermatozoYdes fixes dans le sperme lave et de 
prendre en charge les couples souffrant d’une telle inferti- 
lity, sachant que ce type d’immunite peut s’estomper pour 
un temps puis reapparaitre plus tard. 

Perspectives 

«Le malheur des uns fait le bonheur des autres», cette 
affirmation semble inclure les ASA qui n’ont pas echappe 
au regard des industriels. En effet, de nombreuses equipes 
de recherches se sont orientes vers la conception et le 
developpement de vaccins contraceptifs a base d’antigenes 
spermatiques, une technique qui semble deja donner ces 
fruits chez I’animal mais qui doit encore faire ses preuves 
sur des echelles plus larges. Les ASA seront alors a la base 
d’une nouvelle methode de contraception a la fois ideale et 
originale qui ouvrira de nouveaux horizons dans le domaine 
de la contraception masculine. 
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KEYWORDS Summary 

Ames test; Aims. — The Ames Salmonella / microsome mutagenicity assay is a short-term bacterial reverse 

Salmonella mutation assay specifically designed to detect a wide range of that chemical substances which 

typhimurium; can produce genetic damage that leads to gene mutations. 

Transdermal Patch; Methods. — In this study, we evaluated the mutagenic potential of prophylactic transdermal 

Mutagenicity patches containing eserine and pralidoxime chloride (2-PAM) and its placebo patches using TA98, 

TA1 00, TA1 535 and TA1 538 strains of Salmonella typhimurium by Ames test. Characterization of 
the patches was done before the initiation of the study. The assays were performed according 
to the plate incorporation procedure described by Organization for Economic Cooperation and 
Development (OECD) recommendations and Ames and Whitfield spot test procedure. 

Results. — Both eserine and 2-PAM drugs impregnated patches along with drug unimpregnated 
patches were not found to be mutagenic. 

Conclusion. — This investigation reflects that the patches are non-mutagenic and safe for human 
use. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Resume 

MOTS CLES Objectifs. — Le test Ames de mutagenicite a partir de microsomes de Salmonella est un reactif 

Test Ames • capable de mettre en evidence a court terme la reversion d’une souche auxotrophe, ce qui 
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permet d’etudier une grande variete de composes chimiques susceptibles de provoquer des 
mutations geniques. 

Methodes. — Dans cette etude, nous avons evalue a I’aide du test Ames le potentiel mutagenique 
de patchs transdermiques prophylactiques sur differentes souches de Salmonella typhimurium 
(TA98, TA100, TA1535et TA1538). Ces patchs contenaient de I’eserine, du chlorure de prali- 
doxime (2-PAM) et des placebos. L’analyse des patchs a ete realisee avant le debut des 
experimentations. La technique de I’incorporation aux plaques de culture est celle decrite 
dans les recommandations de I’OCDE (Organisation de cooperation et de developpement 
economiques), de la Societe Ames et du spot test de Whitfield. 

Resultats. — Les patchs impregnes d’eserine et de 2-PAM, de meme que les patchs placebo, ne 
se sont pas reveles mutagenes. 

Conclusion. — Nos travaux montrent que les patchs analyses sont non mutagenes et done utilis- 
ables pour un emploi chez I’Homme. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Introduction 

The bacterial reverse mutation test uses amino-acid requir- 
ing strains of Salmonella typhimurium to detect point 
mutations, which involve substitution, addition or deletion 
of one or a few DNA base pairs [1—3]. The principle of 
this bacterial reverse mutation test is that it detects muta- 
tions which revert mutations present in the test strains and 
restore the functional capability of the bacteria to synthe- 
size an essential amino acid. The revertant bacteria are 
detected by their ability to grow in the absence of the amino 
acid required by the parent test strain. 

Transdermal patches have been used since antiquity in 
the treatment of human diseases. They are widely used 
throughout the world. In addition to transdermal patches, 
active and inactive pharmaceutical ingredients are also uti- 
lized during manufacturing preparations. While these agents 
may possess pharmacological properties, they may also 
cause damage, including damage to DNA. It is thus imper- 
ative to evaluate the mutagenic potential of prophylactic 
transdermal patches containing eserine and 2-PAM and its 
placebo patches because their usage has a major impact on 
skin and broad health of a large number of people. 

Ames test is used worldwide as an initial screening 
assay to determine the mutagenic potential of wide range 
of chemicals and drugs. The test is also used for sub- 
mission of data to regulatory agencies for registration or 
acceptance of many chemicals, including drugs and bio- 
cides. International guidelines have been developed for use 
by corporations and testing laboratories to ensure unifor- 
mity of testing procedures. In the present work, we have 
evaluated the mutagenic potential of the prophylactic trans- 
dermal patches containing eserine and 2-PAM and its placebo 
patches by the Ames test. 


Materials and methods 
Test samples 

Drugs-in-adhesive matrix type prophylactic transdermal 
patches containing eserine and 2-PAM and its placebo 
patches were prepared with the blends of two pressure 


sensitive adhesives, (Duro-Tak 387-2287 and Duro-Tak 
87-2852) in different volume ratios and different concentra- 
tions of permeation enhancer until a homogeneous mixture 
was obtained. The mixture was degassed, cast on backing 
membrane (Scotchpak 9732, 3M, USA), dried, and finally 
attached to a release liner (Scotchpak 1022, 3M, USA). 
Considering that the patches were pure drugs-in-adhesive 
matrix type therapeutic system and unlikely to be metab- 
olized by S9 hence, the experiment was conducted only 
without metabolic activation system. 

Bacteria strains 

S. typhimurium strains employed in this work were obtained 
from IMTECH, Chandigarh, India. The strains used were TA98 
and TA1538 which detect frameshift mutations, TA100 and 
TA1535 which detect base pair substitutions. 

Medium 

An appropriate minimal agar (e.g. containing Vogel-Bonner 
minimal medium E and glucose) and an overlay agar contain- 
ing histidine and biotin, to allow for a few cell divisions, was 
used [1,2,4]. Nutrient broth was obtained from HiMedia lab- 
oratories (Mumbai, India); bacteriological agar and nutrient 
agar were from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). 

Mutagenicity assay using a spot test procedure 

The assays were performed according to the plate incor- 
poration procedure described by Organization for Economic 
Cooperation and Development (OECD) Test Guideline 471 
recommendations [5] and Ames and Whitfield [6] spot test 
procedure. The spot test consists of applying a small amount 
of the test chemical directly to the center of a selective 
agar medium plate seeded with the test organism. As the 
chemical diffuses into the agar a concentration gradient is 
formed. A mutagenic chemical will give rise to a ring of 
revertant colonies surrounding the area where the chemi- 
cal was applied. If the chemical is toxic, a zone of growth 
inhibition will also be observed [7]. Suspensions of bacterial 
cells are exposed to the test substance in the absence of 
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TA-98 (1) TA100 (2) TA1535 (3) TA1538(4) 



a) Standard: 4 NPD SA SA 4-NPD 



c) Placebo Patches 



d) Drugs-loaded patches with buffer mixture 



e) Drugs-loaded patches without buffer mixture 
Figure 1 Spot test with different Salmonella typhimurium strain. 
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an exogenous metabolic activation system. The cytotoxicity 
screening was performed with the different S. typhimurium 
strain using placebo and drugs loaded transdermal patch. 
Experiments with all strains were conducted with and with- 
out the addition of sodium phosphate buffer (0.1 mM, pH 
7.4). Negative and positive controls were used simulta- 
neously in each experiment. Negative controls, without test 
sample was used for all strains. The positive controls used in 
the assays performed without metabolic activation system, 
were sodium azide (SA) forTAlOO and TA1535 and 4-Nitro-o- 
phenylenediamine (4 NPD) for TA98 and TA1538 strains. For 
the plate incorporation method [1,2,8], without metabolic 
activation, usually the test samples, 0.1 ml of fresh bacte- 
rial culture and 0.5 ml of sterile buffer were mixed with 
2.0 ml of overlay agar. The contents of each tube were mixed 
and poured over the surface of a minimal agar plate. The 
overlay agar is allowed to solidify before incubation. Rever- 
tants colonies were counted after 3 days of incubation at 
37 °C temperature and compared to the number of sponta- 
neous revertant colonies per plate. Three replicates were 
conducted for each dose group. 

Results 

For a substance to be considered mutagenic in the Ames 
assay, the number of revertant colonies per plate contain- 
ing the test material must be atleast more than double the 
number of colonies per plate containing the negative con- 
trol. The results of spot test obtained after the treatment 
of S. typhimurium strains with standard control, placebo, 
drugs loaded transdermal patches with buffer and without 
buffer mixture were shown in Fig. la, 1b, 1c, Id and 1e 
respectively. Both the patches were not mutagenic for all 
the strains tested even in the presence of sodium phosphate 
buffer mixture. These results suggest that the placebo and 
drugs loaded transdermal patches were unable to induce 
base pair substitutions as well as frameshift mutations. For- 
mulations cytotoxicity was also not observed. The negative 
results were obtained in the Ames test, showing no indica- 
tion of mutagenic potential in the absence of the S9 mixture. 
This report provides the first experimental evidence for the 
non-mutagenic effects of transdermal patches, which is very 
interesting. The negative results in Ames test for the both 
type of patches suggests that the application of this formu- 
lation is not mutagenic. Pharmaceutical products need to be 
evaluated as regards their pharmacological properties, tox- 
icity, and period of treatment, visualizing safer utilization. 

Discussion 

The systematically produced prophylactic drugs-in-adhesive 
matrix type transdermal patches used in the current study 
has the composition of eserine and 2-PAM as an active 
pharmaceutical ingredients (API), two pressure sensitive 
adhesives, namely Duro-Tak 387-2287 and Duro-Tak 87-2852, 
and Tween 80 as permeation enhancer. This material varies 
in its composition. There is a need for more reliable test 
systems for evaluation of the mutagenicity of such formula- 
tions due to the fact that the mutagenic potential of such 
formulations is still now unexplored. The biological safety of 
such formulations should not be assumed, since they are not 


equivalent in their in-vitro biological effects, even within 
the same class of formulations. The mutagenicity of such 
formulations is not clear due to the lack of research focusing 
on this aspect. 

The results of the current study are consistent by using 
the tester strains TA98, TA100, TA1535 and TA1538 to eval- 
uate the biocompatibility of patches by the Ames assay. 
Mutagenicity was not induced by samples with and with- 
out metabolic activation in S. typhimurium strains TA98, 
TA100, TA1535, and TA1538. In the present study, tester 
strains TA98 and TA1538 were used to detect frameshift 
mutations whereas tester strains TA100 and TA1535 were 
used to detect base-pair substitution mutations. Different 
investigators have used different tester strains to determine 
the mutagenicity of test materials. It is noted that some 
biomaterials are mutagenic to one tester strain while it is 
not mutagenic to another. Even though many investigators 
have sometimes used just 2 strains to determine the muta- 
genic potential of biomaterials, it is felt that the use of at 
least four tester strains as recommended by Mortelmans and 
Zeiger [9] gives a more definite result. 

The present investigation, systematically explored the 
prophylactic drugs-in-adhesive matrix type transdermal 
patches for any mutagenicity effects. S. typhimurium strains 
TA98, TA100, TA1535 and TA1538 were used in order to see 
the effects. For an agent to be considered mutagenic it 
has to produce at least a twofold concentration-dependent 
increase in the mean revertants per plate of at least one 
of these tester strains over the mean revertants per plate 
of the appropriate vehicle control and there should be a 
dose-response relationship [10]. The number of revertant 
colonies/plate with the test material was zero to the num- 
ber of revertant colonies for the positive control both in 
the absence of metabolic activation system. The test mate- 
rials also did not show revertant colonies, hence safe for 
pharmaceutical purpose. 
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KEYWORDS Summary 

Introduction. — In Tunisia, colorectal cancer (CRC) is the first digestive cancer. Many factors can 
Colorectal cancer contribute to its development, including food and lifestyle. Our aim is to investigate foods that 

may increase the risk of its development. 

Methods. — Our study was carried out of 100 CRC cases and 100 controls. For each subject, we 
completed a questionnaire regarding his identification, clinical information, personal and family 
history, diet and lifestyle before CRC onset. We evaluated blood levels of carcinoembryonic 
antigen (CEA) and carbohydrate antigen 19-9 (CA 19-9). 

Results . -The concentrations of CEA and CA 19-9 were significantly higher in patients with 
stage IV compared to patients with stages II and III. Patients were less physically active than 
controls. Tobacco, alcohol, canned vegetables, fresh fruits, starches, sweets, lipids, frying, 
green tea and coffee consumptions are lower in patients than in controls. However, patients 
eat more red meat, raw vegetables and black tea than the controls. The consumption of raw 
vegetables, canned tomato, fresh fruits, starches and sweets showed a significant association 
with CRC occurrence. 

Conclusion. -Our study has to be supported by a statistical approach on bigger samples. 
Nevertheless, the data suggest that the consumption of tobacco, alcohol, canned vege- 
tables, fresh fruits, starches, sweets, lipids, green tea and coffee may not be risk factors for 
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CRC development; on the contrary, the consumption of red meat, raw vegetables and black tea 
may be risk factors. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Resume 

MOTS CLES Introduction. — En Tunisie, le cancer colorectal (CCR) occupe le premier rang des cancers diges- 

Alimentation • tifs. De nombreux facteurs peuvent concourir a son developpement dont I’alimentation et 

Cancer colorectal l’ hygiene de vie. Notre but est de chercher les aliments qui pourraient augmenter le risque 

de son developpement. 

Methodes. — Notre etude a porte sur lOOcas de CCR et lOOtemoins. Pour chaque sujet, nous 
avons rempli un questionnaire concernant son identification, renseignements cliniques, ante- 
cedents personnels et familiaux, habitudes alimentaires et hygiene de vie avant I’apparition de 
CCR. Nous avons evalue la concentration sanguine de I’antigene carcinoembryonnaire (ACE) et 
I’antigene carbohydrate 19-9 (CA 19-9). 

Resultats. - Les concentrations de I’ACE et du CA 19-9 etaient significativement plus elevees 
chez les patients ayant un CCR au stade IV compares aux patients aux stades II et III. Les patients 
etaient physiquement moins actifs que les temoins. La consommation du tabac, d’alcool, de 
legumes en conserve, de fruits frais, de feculents, de sucreries, de lipides, de friture, de the 
vert et de cafe etait plus faible chez les patients que chez les temoins. Cependant, les patients 
consommaient plus de viandes rouges, legumes crus et du the noir que les temoins. La consom- 
mation de legumes crus, de tomate en conserve, de fruit frais, de feculents et de sucreries 
montrent un certain niveau dissociation avec la survenue de CCR. 

Conclusion. — Notre etude, qui demande a etre etayee par une etude statistique sur de nom- 
breux echantillons, suggere que la consommation du tabac, d’alcool, de legumes en conserve, 
de fruits frais, de feculents, de sucreries, de lipides, du the vert et du cafe ne soient pas des 
facteurs de risques pour le developpement du CCR. Conclure que la consommation de viandes 
rouges, de legumes crus et du the noir sont des facteurs de risques necessite que la tendance 
mise en evidence dans notre etude soit confortee par des etudes complementaires. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Introduction 

En Tunisie, on assiste a une augmentation de I’incidence de 
cancers colorectaux (CCR) au cours de ces dernieres annees. 
Le CCR occupe le premier rang des cancers digestifs dans le 
monde. Le calcul de I’incidence est difficile en Tunisie en rai- 
son de I’absence de registre national de cancer. Cependant, 
nous disposons de trois registres regionaux : Nord, Centre et 
sud. Dans le centre, I’incidence standardisee du cancer du 
colon est de 6, 5 sur 1 0 0000 habitants par an chez I’homme et 
de 6,1 sur 100 000 habitants par an chez la femme [1]. Au fil 
du temps, il y avait d’importantes tendances a la hausse de 
+2,6% (1C 95%: 0,1 %— 5,1 %) et +5,3% (1C 95%: 2,7%-7,9%) 
pour les femmes et les hommes, respectivement [2]. 

Les etudes d’epidemiologie descriptive et les etudes 
experimentales suggerent que, parmi les facteurs environ- 
nementaux, I’alimentation joue un role important dans 
I’etiopathogenie des CCR. En effet, I’alimentation serait 
responsable de 30a 50% des cas de CCR [3]. Depuis 
une vingtaine d’annees, de nombreuses etudes epidemio- 
logiques analytiques ont tente de preciser quels etaient 
les facteurs alimentaires intervenant dans la canceroge- 
nese. Leur connaissance permet de proposer les bases 
d’une politique de prevention. L’objectif de notre etude 
est d’investiguer la relation alimentation et survenue 
de CCR dans un echantillon de la population du centre 
tunisien. 


Patients et methodes 
Population d’etude 

II s’agit d’une etude cas— temoins portant sur 100 patients 
atteints de CCR hospitalises au sein du service de medecine 
carcinologique de Sousse au CHU Farhat Hached, residant 
dans le centre tunisien compares a lOOtemoins de la meme 
region et hospitalises dans le meme environnement hospita- 
lier et indemnes de toute maladie cancereuse. Les patients 
et les temoins ont ete enquetes durant la periode de 2008 a 
2010. Chaque sujet de notre etude a ete interroge suivant 
un questionnaire qui comprend : (’identification du malade, 
age, sexe, origine, niveau d’etude, les antecedents person- 
nels et familiaux, le tabagisme, la consommation d’alcool, 
I’activite physique, les habitudes alimentaires et hygiene de 
vie, la frequence de consommation d’une liste d’aliments, 
la consommation de certains medicaments et complements 
alimentaires et les renseignements sur la maladie: siege, 
histologie, stade et facteurs pronostiques. 


Parametres biochimiques 

Pour chaque sujet de notre etude, un echantillon de sang 
a ete preleve dans un tube simple pour la determination 
de concentrations de I’antigene carcinoembryonnaire (ACE) 


Relation entre les habitudes alimentaires en Tunisie et le cancer colorectal? 


329 


Tableau 1 Repartition de la population selon les donnees 
cliniques. 



Patients 

n = 100 


Temoins 

n= 100 

Age (ans) 

57,51 ±11,69 

53,30 ±11,21 

Sexe (%) 

Masculin 

41 


48 

Feminin 

59 


52 

IMC (kg/m 2 ) 

24,62 


24,12 

Antecedents familiaux 
(%) 

Oui 

20 


8 

Non 

80 


92 

Stade (%) 

Stade 1 

Stade II 

Stade III 

Stade IV 

Siege de la maladie 

0 

30,9 

27,3 

41,8 

Colon 

Rectum 


selon I’age (%) 

< 40 (ans) 

4 

2 


40-69 (ans) 

40 

26 


> 70 (ans) 

10 

3 



et I’antigene carbohydrate 19-9 (CA 19-9). Les concentra- 
tions sanguines de I’ACE et du CA 19-9ont ete determinees 
par une technique immuno-enzymologique microparticu- 
laire realisee sur AxSYM (ABBOTT). 

Analyse statistique 

Nous avons utilise le logiciel SPPS version 11.0 pour etablir 
les tableaux croises ; calculer les frequences, les moyennes 
de consommation des aliments et 1 ’Odds Ratio (OR) avec son 
intervalle de confiance a 95 % afin de quantifier I’association 
entre le facteur de risque et I’incidence de la maladie. Une 
valeur de la significativite statistique p < 0,05 a ete conside- 
ree statistiquement significative. 

Les facteurs etudies sont le sexe, le niveau d’etude, 
I’age (pour neutraliser le role de confusion qui pourrait etre 
provoque par I’age, cette variable a ete ajustee en repar- 
tissant les sujets sur trois tranches d’age; moins de 40ans, 
entre 40— 69ans et 70ans et plus) les antecedents fami- 
liaux (selon la presence ou I’absence de cas de cancer dans 
la famille de I’individu interroge) et les habitudes alimen- 
taires et hygiene de vie (I’alimentation, le tabagisme, la 
consommation d’alcool, I’activite physique). 

Resultats 

Les caracteristiques epidemiologiques de notre population 
d’etude sont presentees dans les Tableaux 1 et 2. L’age des 
enquetes varie entre 28 et 90 ans avec une moyenne d’age de 
57,51 ± 11,69 ans pour les patients et de 53, 30± 11,21 ans 
pour les temoins. La tranche d’age la plus representative de 
notre echantillonnage est celle de 40 a 69 ans avec 26% de 
cancer du rectum et 40% de cancer du colon (Tableau 1). 
Parmi nos patients, le sexe feminin est predominant (59%). 


Tableau 2 Repartition en pourcentage de la population 
d’etude selon le mode de vie. 



Patients 

Temoins 

Tabac 

Fumeurs 

8 

14 

Non-fumeurs 

92 

86 

Alcool 

Consommateurs 3 

8 

12 

Non-consommateurs 

92 

88 

Activite physique 

Actifs b 

32 

36 

Sedentaires 

68 

64 

Niveau d’etude 

Neant 

48 

4 

Primai re 

24 

10 

Formation secondaire 

15 

24 

Cursus universitaire 

4 

12 

3 A partir d’une consommation de 0,51 g/j d’alcool. 
b A partir d’une activite physique de 1 h/j. 



Concernant la corpulence, traduite par I’indice de masse 
corporelle (IMC), les patients et les temoins presentent une 
corpulence moyenne normale avec des IMC respectifs de 
24,62 kg/m 2 et 24,12 kg/m 2 (Tableau 1). Quatre-vingt pour 
cent des patients ne possedent pas d ’antecedents familiaux 
de cancers (Tableau 1). 

Les concentrations de I’ACE et du CA 19-9etaient signifi- 
cativement elevees chez les patients ayant un CCR au stade 
IV compares aux patients aux stades II et III (Tableau 3). 

Le tabagisme, la consommation d’alcool, I’activite 
physique et I’obesite 

Les donnees concernant le tabagisme, la consommation 
d’alcool, I’activite physique et I’obesite avant I’apparition 
du CCR sont presentees dans le Tableau 2. La consomma- 
tion du tabac est plus faible chez les patients que chez les 
temoins (8% vs 14%; Tableau 2). La consommation d’alcool 
est plus faible chez les patients que les temoins (8 % vs 1 2 % ; 
Tableau 2). Notre etude n’a pas montre dissociation entre 
le tabagisme et la consommation d’alcool avec le risque de 
CCR. Les patients sont physiquement moins actifs que les 
temoins. Trente-deux pour cent des patients pratiquent une 
activite physique a raison d’une heure par jour et ce depuis 
«toujours» contre 36% chez les temoins (Tableau 2). Nous 
avons trouve une correlation entre la survenue de la mala- 
die et la non scolarite (Tableau 2). Dans notre etude, les 
patients et les temoins presentent une corpulence normale 
avec des IMC respectifs de 24,62 kg/m 2 et 24,12 kg/ m 2 . 

La consommation de legumes 

La consommation moyenne de certains aliments ainsi que 
les associations alimentation— risque du CCR sont presentees 
dans le Tableau 4. La frequence de consommation a raison de 
plus de trois fois par semaine des legumes (frais, crus, cuits) 
est plus faible chez les patients que chez les temoins avec 


330 


A. Kassab et al. 


Tableau 3 Concentrations des marqueurs tumoraux chez les patients et les temoins. 


Patients 

Temoins 

P 

ACE (ng/mL) 

42,045 ±22,40 

2,7 ± 1 ,3 

0,001 

CA19-9 (U/L) 

257,751 ±177,04 

20± 10 

0,001 

ACE (ng/mL) selon le stade 




Stade II 

5,67 



Stade III 

3,9 



Stade IV 

140,81 



CA19-9 (U/L) selon le stade 




Stade II 

25,07 



Stade III 

26,85 



Stade IV 

884,03 




Tableau 4 Association entre le risque du cancer colorectal et la consommation moyenne (exprimee en nombre de fois par 
semaine) de certains aliments. 


Aliment 

Consommation moyenne par semaine 

Patients Temoins 

P 

OR 

Legumes frais 

3,42 

3,86 

0,357 

0,69 

Legumes en conserve 

0,01 

0 

0,321 

0,60 

Legumes crus 

1,49 

0,24 

0,009 

0,31 

Legumes cuits 

3,62 

5 

0,064 

0,73 

Tomate en conserve 

4,64 

6,36 

0,001 

0,56 

Fruits frais 

4,84 

6,52 

0,005 

0,50 

Fruits en conserve 

0,04 

0 

0,320 

0,67 

Feculents 

4,53 

8,84 

0,000 

0,52 

Sucreries 

3,36 

6,16 

0,006 

0,43 

Cafe 

3,90 

6,88 

0,054 

0,72 

The noir 

5,48 

4,04 

0,226 

0,55 

The vert 

1,39 

2,40 

0,155 

0,73 

Viandes rouges 

1,80 

1,78 

0,924 

0,84 

Graisses animales 

0,9 

1,12 

0,562 

0,90 

Huile d ’olive crue 

3,84 

3,96 

0,840 

0,36 

Huile d ’olive cuite 

4,71 

5,84 

0,091 

0,74 

Huile vegetale 

2,93 

4,94 

0,086 

0,42 

Friture 

1,94 

2,24 

0,530 

0,60 


OR: Odds Ratio. 


41,1 %contre 64%. En particular, la consommation moyenne 
de legumes crus et de tomate en conserve montre une asso- 
ciation significative avec la survenue de la maladie. Elle est 
de 1,49chez les patients et 0,24 chez les temoins pour les 
legumes crus et de 4,64 chez les patients et 6, 36 chez les 
temoins pour la tomate en conserve (Tableau 4). 

La consommation de fruits 

La frequence de consommation a raison de plus de trois fois 
par semaine des fruits est plus faible chez les patients que 
chez les temoins avec 60% contre 92%. La consommation 
moyenne de fruits frais est plus faible chez les patients que 
chez les temoins (4,64 vs 6,36; p<0,05; OR = 0,50). Cette 
consommation montre une association significative avec la 
survenue du CCR (Tableau 4). 


La consommation de feculents 

La frequence de consommation a raison de plus de trois 
fois par semaine des feculents et des produits farineux est 
plus faible chez les patients que chez les temoins (66,6% vs 
100%). La consommation moyenne des feculents et des pro- 
duits farineux est plus faible chez les patients que chez les 
temoins (4,53 vs 8,84; p<0,05; OR = 0,52). Cette consom- 
mation montre une association significative avec la survenue 
du CCR (Tableau 4). 

La consommation de sucreries 

La frequence de consommation a raison de plus de trois fois 
par semaine des sucreries est significativement plus faible 
chez les patients que chez les temoins. La consommation 
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moyenne des sucreries est plus faible chez les patients que 
chez les temoins (3,36 vs 6,16; p< 0,05; OR = 0,43). Cette 
consommation montre une association significative avec la 
survenue du CCR (Tableau 4). 

La consommation de boissons chaudes (cafe, the 
noir et the vert) 

La frequence de consommation a raison de trois fois par 
semaine du the vert et du cafe est plus faible chez les 
patients que chez les temoins, 22,61 % vs 48% pour le the 
vert et 45% vs 68% pour le cafe. Cependant, le the noir 
est plus frequemment consomme chez les patients que chez 
les temoins (64,63% vs 48%). II n’existe aucune association 
significative entre la consommation de ces boissons chaudes 
et la survenue du CCR (Tableau 4). 

La consommation de viandes rouges 

La frequence de consommation a raison de trois fois par 
semaine de viandes rouges est plus elevee chez les patients 
que chez les temoins, 23% vs 22,4%. La consommation 
moyenne de viandes rouges est plus elevee chez les patients 
que chez les temoins (1,80vs 1,78; p>0,05; OR = 0,84; 
Tableau 4). La consommation de viandes rouges ne montre 
aucune association significative avec la survenue du CCR. 

La consommation de lipides 

Les lipides consommes par notre population d’etude sont 
utilises pour la cuisson (en sauce, friture. . .) ou consommes 
crus et regroupent les graisses animales, I’huile d’olive et 
les autres huiles vegetales. La consommation moyenne de 
graisses animales est plus faible chez les patients que chez 
les temoins mais I’association est non significative (0,9 vs 
1 ,12 ; p > 0,05 ; Tableau 4). Aussi, la consommation moyenne 
de I’huile d’olive crue est plus faible chez les patients 
que chez les temoins et montre une association non signi- 
ficative (3,84 vs 3,96; p>0,05; Tableau 4). De meme, la 
consommation moyenne d’huile d’olive utilisee pour la cuis- 
son est plus faible chez les patients que chez les temoins 
et montre une association non significative (4,71 vs 5,84; 
p>0,05; Tableau 4). La consommation moyenne d’huile 
vegetale (tournesol, mai's) est plus faible chez les patients 
que chez les temoins et montre une association non signifi- 
cative (2,93 vs 4,94 ; p > 0,05 ; Tableau 4). La consommation 
moyenne de friture est plus faible chez les patients que 
chez les temoins et montre une association non significative 
(1,94 vs 2,24; p>0,05; Tableau 4). 

Discussion 

Notre etude a revele une augmentation significative de I’ACE 
chez les patients aux stades IV comparee aux patients aux 
stades II et III. De nombreuses etudes ont montre que la sen- 
sibilite de I’ACE varie selon les stades, elle est faible pour 
les stades precoces et augmente au fur et a mesure que le 
stade est plus avance [4]. De meme, dans une etude japo- 
naise multicentrique individualisant 610 cancers coliques, 
le risque relatif de recidive, associe a une concentration 


serique preoperatoire de I’ACE superieure a 2,2ng/mL, est 
evaluea 1,55 (p = 0,022) [5]. Selon Al-Shuneigat etal., I’ACE 
et le CA1 9-9 sont interessants a divers stades du CCR ou 
peuvent servir de facteurs pronostiques 6]. La valeur pre- 
operatoire de I’ACE peut etre utile, pour distinguer, parmi 
les patients sans envahissement ganglionnaire, ceux qui sont 
a haut risque de recidive. 

Le tabagisme 

Notre etude n’a pas montre dissociation significative entre 
la consommation du tabac et la survenue du CCR. Nos resul- 
tats sont en contradiction avec plusieurs etudes mettant en 
evidence I’augmentation du risque du CCR chez les fumeurs. 
Botteri et al. [7] ont montre que les fumeurs avaient un 
risque plus eleve de 18% de developper un CCR par rapport 
aux individus qui n’ont jamais fume au cours de leur vie [7]. 
Les anciens fumeurs ont un risque moindre que les fumeurs 
actuels, mais plus de risque que ceux qui n’ont jamais fume 
[8]. De plus, le tabagisme est associe a un risque plus eleve 
de developper a la fois des polypes adenomateux et hyper- 
plasiques et une prevalence plus elevee de mutation dans les 
genes APC et K-ras [9]. En effet, la nicotine stimule la pro- 
liferation cellulaire en inhibant I’apoptose dans les cellules 
coliques [10]. 

La consommation d’alcool 

Notre etude n’a pas montre dissociation significative entre 
la consommation d’alcool et le risque de CCR sachant que 
nous avons en consideration la consommation d’alcool a 
partir de 50g/j. La derniere mise a jour du World Cancer 
Research Fund (WCRF) sur le CCR montre qu’il existe des 
preuves convaincantes que la consommation d’alcool est 
parmi les facteurs qui augmentent le risque de la mala- 
die. Une relation dose-effet significative a ete mise en 
evidence [11]. Le pourcentage d’augmentation du risque 
a ete estime par le nombre de verres d’alcool consomme 
par jour. Cette augmentation devient significative des une 
consommation moyenne d’un verre par jour [12]. En compa- 
rison avec des non-consommateurs d’alcool ne possedant 
pas d’antecedents familiaux, le risque relatif de CCR etait de 
2,80 (1C a 95%: 2,00—3,91) pour des individus consommant 
plus de 30 g/j et qui ont des antecedents familiaux. 

Le mecanisme d’action de I’alcool semblent etre lies 
a ses metabolites, principalement I’acetaldehyde, un 
compose mutagene, produit dans la muqueuse rectale par la 
flore intestinale [1 3]. L’alcool peut aussi induire une carence 
en folate dans le colon et le rectum, en diminuant son 
absorption [14]. 

L’activite physique 

Dans notre etude, les patients sont physiquement moins 
actifs que les temoins sachant que nous avons pris en consi- 
deration la pratique quotidienne d’une heure. En effet, 
une etude a montre que la pratique d’un exercice phy- 
sique est associee a une reduction de 25% du risque de 
CCR [15]. Sanchez et al. ont montre qu’un mode de vie 
actif procure des bienfaits aux sujets a risque de CCR [16]. 
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L’activite physique pourrait reduire le risque de CCR de 
40—50% pour les personnes qui se livrent a au moins un 
niveau modere d’exercice (par exemple: la marche rapide 
pendant 3— 4heures par semaine). La meme etude a mon- 
tre que c’est aussi un facteur protecteur significatif pour 
les personnes obeses et en surpoids [16]. L’activite phy- 
sique ameliore aussi les resultats therapeutiques chez les 
patients ayant un CCR sous traitement. Les patients ayant 
un CCR a un stade avance (stade II ou III) ont un meilleur pro- 
nostic s’ils effectuent quatre heures de marche rapide par 
semaine, ou I’equivalent en exercice physique [17]. Les don- 
nees physiopathologiques ont montre que cette diminution 
peut etre expliquee par ^augmentation du transit intesti- 
nal diminuant ainsi I’exposition de la muqueuse aux agents 
carcinogenes. De plus, I’exercice physique intense pour- 
rait augmenter le taux de prostaglandines (PGF) qui inhibe 
la proliferation cellulaire colique et augmente la motricite 
intestinale. Aussi, I’exercice physique diminue la concen- 
tration d’lGF-1 (Insuline-like Growth Factor) et augmente la 
concentration d’lGFBP (Insuline-like Growth Factor binding 
protein). 

L’obesite 

Dans notre etude, les patients et les temoins presentent 
une corpulence normale avec des IMC respectifs de 
24,62 kg/m 2 et 24,12 kg/m 2 . Selon Sikalidis et Varamini, 
I’obesite augmente le risque du CCR de facon dose- 
dependante [18]. Les etudes montrent en plus un risque 
eleve de tumeurs avec une obesite de type abdominal [19]. 
Les mecanismes invoques sont lies au fait que I’obesite aug- 
mente la reponse inflammatoire, la resistance a I’insuline et 
I’hyperleptinemie [20]. 

La consommation de legumes 

Dans notre etude, les patients sont moins consommateurs 
de legumes que les temoins. Notre etude a montre une 
association significative pour la consommation des legumes 
crus. Nos resultats ne suggerent pas un effet protecteur des 
legumes crus bien qu’ils possedent un effet potentiellement 
protecteur qui revient a leur richesse en fibres. La meta- 
analyse des donnees des etudes de cohorte a montre une 
diminution de risque de CCR de 10% pour une consomma- 
tion de lOg/jour [11]. Murphy et al. ont montre qu’un regime 
riche en fibres est inversement associe au risque de CCR et 
pourrait jouer un role preventif contre le CCR [21]. Ceux- 
ci seraient protecteurs en accelerant le transit digestif, en 
diluant le contenu colique et en diminuant ainsi le temps de 
contact des produits mutagenes avec la muqueuse colique. 

La consommation de fruits 

Dans notre etude, la consommation de fruits frais est signi- 
ficativement plus faible chez les patients que chez les 
temoins. Cela pourrait suggerer leur effet protecteur. Nos 
resultats concordent avec plusieurs etudes [11]. Les fruits 
sont une source de vitamine C et autres antioxydants, tels 
que les carotenoYdes, les phenols, et flavono'Ydes, ainsi que 


d’autres composes phytochimiques protecteurs contre le 
risque du CCR [11]. 

La consommation de feculents 

Dans notre etude, la consommation des feculents est signi- 
ficativement plus faible chez les patients que chez les 
temoins. La plupart des etudes cas— temoins realisees dans 
les pays occidentaux font apparaitre une relation positive 
entre la consommation de produits cerealiers raffines et 
risque de CCR. Selon ces etudes, il y a un risque accru avec la 
consommation de pates, de riz, de pain, de cereales et patis- 
series [22]. Les mecanismes evoques pour expliquer cette 
association comportent en particulier I’hyperinsulinisme. 

La consommation de sucreries 

Dans notre etude, la consommation de sucreries est signi- 
ficativement plus faible chez les patients que chez les 
temoins. Les etudes epidemiologiques restent controver- 
sies sur la relation entre la consommation de sucres et 
le risque du CCR. Gingras et al. ont montre qu’un regime 
riche en sucres est etroitement associe a un risque accru 
de CCR [22]. Les mecanismes qui sont lies principalement 
a I’hyperinsulinemie peuvent expliquer I’effet des sucres 
sur le risque du CCR [23]. Les recepteurs a I’insuline et au 
facteur de croissance d’insuline (IGF-l) sont fortement expri- 
mes par les cellules coliques cancereuses. L’insuline peut 
done se lier a ces recepteurs et favoriser leur croissance. 

La consommation de boissons chaudes (cafe, the 
noir et the vert) 

Dans notre population d’etude, les patients sont moins 
consommateurs de the vert et de cafe que les temoins et 
inversement pour la consommation du the noir. Recemment, 
un grand nombre d ’etudes ont attribue un effet protecteur 
aux polyphenols du the et du cafe [24,25]. Les composes 
polyphenoliques ont ete decrits pour inhiber le developpe- 
ment du cancer et sa propagation et utilises comme agents 
de chimioprevention. Les effets protecteurs du the sont 
egalement dus a sa richesse en flavonols, catechines et 
theaflavines. Ces composes peuvent exercer leur protection 
contre le CCR en augmentant la motilite du colon et le statut 
antioxydant. 

La consommation de viandes rouges 

Dans notre etude, les patients consomment plus de viandes 
rouges que les temoins. Nos resultats ne montrent pas 
dissociation significative entre la consommation de viandes 
rouges et la survenue du CCR. Les meta-analyses des don- 
nees des etudes de cohorte montrent une augmentation 
de 43% du risque du CCR pour une consommation quoti- 
dienne et de 15% pour une consommation hebdomadaire de 
50g de viande rouge [11]. En effet, I’heme present dans 
les viandes rouges catalyse la peroxydation lipidique pour 
former d’aldehydes cytotoxiques et genotoxiques. De plus, 
la consommation de la viande rouge augmente la forma- 
tion de « Apparent Total Nitroso Compounds » dans les feces 
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[26]. Ces composes sont des agents mutagenes et torment 
des adduits a I’ADN specifiques aux composes nitroses au 
niveau des cellules de la muqueuse colique [27]. De plus, 
la forte cuisson de la viande rouge provoque la formation 
d’amines heterocycliques et d’hydrocarbures aromatiques 
polycycliques [28]. Ces composes sont mutagenes et cance- 
rigenes et peuvent agir au niveau de la muqueuse colique. 

La consommation de lipides 

Pour toutes les formes de lipides etudies dans notre 
population (huile d’olive crue, huile d’olive cuite, autre 
huile vegetale, graisses animales), les patients sont moins 
consommateurs de ce groupe d’aliments que les temoins. 
L’hypothese que les graisses sont impliquees dans le CCR a 
ete I’une des premieres emises. Le WCRF estime que les 
etudes sur la relation entre la consommation de graisses et 
le risque du CCR ne prouvent pas que les graisses soient 
une cause du risque du CCR [11], Les prostaglandines PGE2, 
forme a partir de I’acide arachidonique dans la muqueuse 
colique induit I’expansion cellulaire de crypte colique et 
la formation subsequente d’adenomes [29]. De plus, les 
matieres grasses ajoutees (beurre, creme. . .) sont particu- 
lierement riches en acides gras satures. Ces lipides stimulent 
le relargage des acides biliaires dont 95% sont reabsorbes. 
Les 5% restants sont metabolises par la flore intestinale. 
Cette derniere intervient dans la transformation des acides 
biliaires primaires en acides biliaires secondaires souvent 
toxiques [30]. 

Conclusion 

Notre etude, etayer par des etudes statistiques sur des 
echantillons plus importants vu le nombre de parametres 
etudies, a montre que la consommation du tabac, d’alcool, 
des feculents, des sucreries, des lipides, du the vert et du 
cafe ne seraient pas des facteurs de risques pour le develop- 
pement du CCR ; au contraire, la consommation des viandes 
rouges et du the noir pourraient etre des facteurs de risques. 
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Summary Fetal and neonatal alloimmune thrombocytopenia may be regarded as the platelet 
counterpart of hemolytic disease of the fetus and newborn. The most feared complication of 
this syndrome is the occurrence of intracranial hemorrhage leading to death or neurological 
sequels. With advances in the diagnosis and management of the index case and of pregnancies 
at risk, the prognosis of affected infants has improved. Further research must focus on the 
mechanisms of maternal sensitization and development of specific therapy. Collaborative and 
large-scale studies are necessary. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Resume Les thrombopenies foetales et neonatales alloimmunes, equivalents plaquettaires de 
la maladie hemolytique du nouveau-ne, ne sont pas des evenements rares. En cas de thrombope- 
nie severe, la survenue d’hemorragie intracranienne altere le pronostic avec risque de deces ou 
sequelles neurologiques graves. La prise en charge therapeutique du cas index et des grossesses 
futures depend done du diagnostic biologique ameliore par le developpement de techniques de 
laboratoire de plus en plus sensibles et fiables. Des etudes collaboratives sont necessaires afin 
de mieux comprendre la physiopathologie de ^immunisation maternelle et de mettre en oeuvre 
un depistage adequat, un traitement specifique, voire une eventuelle prevention. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Les thrombopenies foetales et neonatales alloimmunes 
resultent de I’immunisation maternelle vis-a-vis des anti- 
genes plaquettaires foetaux que la mere ne possede pas. 
La destruction des plaquettes foetales est due au passage 
transplacentaire des anticorps maternels specifiquement 
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antiplaquettaires [1], De ce fait, ce syndrome a longtemps 
ete considere comme etant la contrepartie plaquettaire 
de la maladie hemolytique du nouveau-ne, cependant 
I’atteinte est souvent observee des la premiere grossesse 

[2,3]. 

Depuis les premieres descriptions de cette patholo- 
gie dans les annees 1950 [1,4], des progres notables ont 
ete realises a la fois dans la comprehension du meca- 
nisme physiopathologique, dans le diagnostic biologique 
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et dans la prise en charge des patients. Cependant, un 
certain nombre de questions ne sont pas resolues a ce 
jour. 

La thrombopenie alloimmune est la cause la plus fre- 
quente des thrombopenies severes chez le foetus [5] et 
des thrombopenies neonatales d’apparition precoce chez 
les nouveau-nes en maternite [6]. La complication majeure 
de cette atteinte est I’hemorragie intracranienne en cas de 
thrombopenie severe entrainant le deces ou des sequelles 
neurologiques. Les progres diagnostiques et therapeutiques 
ont modifie le pronostic des enfants atteints. La nature 
alloimmune de cette thrombopenie ne sera affirmee que 
par les examens de laboratoire mettant en evidence a la 
fois I’incompatibilite antigenique entre la mere et I’enfant 
et la presence chez la mere d’alloanticorps specifiquement 
antiplaquettaires. 

Incidence de la thrombopenie foetale ou 
neonatale alloimmune 

La thrombopenie neonatale est frequente chez les nouveau- 
nes hospitalises en reanimation (30% des cas), les causes 
etant multiples. 

Cependant, une etude prospective a mis en evi- 
dence que 0,9% des nouveau-nes en maternite etaient 
thrombopeniques et que cette thrombopenie etait 
d’origine immune dans environ un tiers des cas [6]. 
Chez les caucasiens, I’incidence des thrombopenies 
foetales et neonatales est d’un cas pour 800a un pour 
2000 naissances [7]. Le diagnostic peut etre meconnu en 
cas de thrombopenie asymptomatique en I’absence de 
numeration plaquettaire systematique chez le nouveau- 
ne ou de depistage d’immunisation chez la femme 
enceinte. 

Lors de grossesses successives, la recurrence de 
I’atteinte est d’environ 100% pour tout foetus incompatible 
avec sa mere, avec une severite accrue. 

Physiopathologie 

Ces thrombopenies sont dues a une immunisation contre les 
antigenes plaquettaires specifiques, human platelet anti- 
gen (HPA). Cette nomenclature, HPA, a ete adoptee en 1990 
[8]. A ce jour, 27 alloantigenes specifiquement plaquettaires 
sont decrits, 12d’entre eux avec un polymorphisme bi- 
allelique [9] (http://www.ebi.ac.uk/ipd/hpa/table2.html). 
Les etudes en bioinformatique et biodynamique ont per- 
mis d’aborder certains aspects concernant I’antigenicite 
et I’immunogenicite des polymorphismes antigeniques 
[ 10 ]. 

La frequence des antigenes plaquettaires varie suivant 
les populations [11,12]. Chez les caucasiens, I’antigene HPA- 
1a est le plus souvent implique dans cette pathologie [2], 
suivi avec une frequence moindre par I’antigene HPA-5b 
[13] et I’antigene HPA-3. Chez les Asiatiques, ce sont essen- 
tiellement I’antigene HPA-4b et HPA-5b [14] qui sont en 
cause. 

Les techniques plus performantes en serologie ont 
permis I’identification d’un nombre croissant de throm- 
bopenies alloimmunes impliquant des antigenes rares 
ou prives [15-17]. Des etudes ont permis de mettre 


en evidence que ces antigenes de faible frequence 
n’etaient pas restreints a des families uniques [18,19]; 
c’est ainsi que lorsqu’il y a des resultats negatifs lors 
des premieres investigations biologiques, il est neces- 
saire de ne pas oublier I’implication potentielle de ces 
antigenes et d’adapter en consequence les techniques 
employees. 

Les mecanismes conduisant a ^immunisation mater- 
nelle en cours de grossesse, et notamment lors de la 
premiere grossesse ne sont pas connus a ce jour. Parmi 
les hypotheses possibles, la sensibilisation maternelle aux 
antigenes foetaux se ferait par I’intermediaire de la cir- 
culation de microvesicules issues du syncytiotrophoblaste 
[20]. 

Un terrain immunogenetique semble presider a 
l’alloimmunisation maternelle. En effet, il a ete mon- 
tre que ^immunisation anti HPA-la est frequemment 
retrouvee chez des femmes homozygotes HPA-lb et 
HLA-DRB3*01 :01 ou DQB1*02:01 [21]. La reponse immune 
vis-a-vis de I’antigene HPA-5b [22] est aussi associee au 
complexe majeur d’histocompatibilite, mais ^immunisation 
vis-a-vis d’autres antigenes plaquettaires n’a pas permis 
de mettre en evidence des associations particulieres, 
le nombre de cas etant trap faible pour toute analyse 
statistiquement valable. 

Le passage transplacentaire des anticorps maternels IgG 
est present des 14semaines d’amenorrhee (SA) et les alloan- 
tigenes plaquettaires foetaux sont tres bien exprimees des 
18semaines de grossesse [23]. L’immunisation maternelle 
vis-a-vis des alloantigenes plaquettaires a ete detectee 
tres precocement a six SA chez une femme primigeste, 
cependant I’immunisation est le plus souvent mise en evi- 
dence des 16 a 20 SA. De ce fait, la thrombopenie foetale 
severe survient precocement [24] et I’hemorragie intracra- 
nienne a pu etre documentee avant 20 SA dans plusieurs cas 

[25] . 

Le recepteur neonatal, FcRn, molecule apparentee au 
complexe majeur d’histocompatibilite de classe I, joue un 
role important dans le transfert transplacentaire des anti- 
corps maternels. Chez la souris, le role du FcRn foetal a ete 
mis en evidence dans un modele de thrombopenie foetale 

[26] . 

Les plaquettes foetales opsonisees par les anticorps 
maternels sont detruites par le systeme reticuloendothelial. 
Les anticorps maternels agissent aussi sur la produc- 
tion plaquettaire, et de ce fait, la thrombopenie resulte 
de ces deux mecanismes. Si les hemorragies intracra- 
niennes sont attributes principalement a la severite de 
la thrombopenie, peu d’etudes ont ete realisees concer- 
nant Faction directe des anticorps antiplaquettaires sur 
les cellules endotheliales de la paroi vasculaire et sur 
I’angiogenese. 

Bien que les plaquettes expriment a leur surface les anti- 
genes HLA de classe I et les antigenes des groupes sanguins, 
le diagnostic de thrombopenie alloimmune n’est affirme a 
ce jour que lorsque les antigenes specifiquement plaquet- 
taires sont impliques. La pathogenie des antigenes HLA reste 
controversee car ces antigenes sont bien moins presents sur 
les plaquettes que sur d’autres cellules. Quant aux antigenes 
des groupes sanguins A et B exprimes sur les plaquettes, 
leur role dans cette pathologie n’est absolument pas cer- 
tain. 


Thrombopenies alloimmunes 
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Tableau 1 Principales etiologies des thrombopenies neonatales. 

Thrombopenie acquise Immune Auto-immunite maternelle 

Alloimmunisation materno-foetale 
Non immune Hypoxie 

Infections bacteriennes, virales 
CIVD 

Thrombopenies constitutionnelles Thrombopathie associee 

Fonction plaquettaire normale 


Aspects cliniques 
La thrombopenie foetale 

Une etude retrospective effectuee sur des prelevements 
de ponctions de sang foetal a mis en evidence que la 
thrombopenie alloimmune etait la plus severe des throm- 
bopenies foetales [5]. Aucune correction spontanee n’est 
observee en cours de grossesse. Le plus souvent, la throm- 
bopenie foetale est decouverte lors de I’echographie foetale 
par des images de ventriculomegalie revelant I’hemorragie 
intracranienne. Les hemorragies intracraniennes peuvent 
survenir a n’importe quel terme de la grossesse, le plus sou- 
vent avant 30 SA. Ces hemorragies ont ete observees quel 
que soit I’antigene en cause. Cependant, elles semblent 
moins frequentes lorsque I’antigene HPA-5b est implique 
[27]. Quand une hemorragie intracranienne est suspec- 
tee, il est necessaire de faire des investigations afin de 
determiner s’il y a implication d’une alloimmunisation 
materno-foetale. II sera necessaire de rechercher attentive- 
ment tout antecedent familial de thrombopenie neonatale 
meme moderee et ou transitoire. En cas d’interruption 
medicate de grossesse, la documentation de la thrombo- 
penie foetale est essentielle pour la prise en charge des 
grossesses futures. 

En cas d’ hemorragie intracranienne, le pronostic est tres 
reserve, avec deces dans 10% des cas et sequelles neurolo- 
giquesdans20% des cas (etudes retrospectives) [2,28]. C’est 
en raison de la gravite de ces atteintes et de la recurrence 
avec aggravation lors des grossesses successives qu’une prise 
en charge specifique des grossesses a risque a ete develop- 
pee. 

La thrombopenie neonatale 

Etant donne qu’actuellement il n’y a pas de depistage 
systematique de la thrombopenie alloimmune, le dia- 
gnostic est le plus souvent evoque lorsqu’un nouveau-ne 
a terme nait au terme d’une grossesse normale (absence 
de thrombopenie maternelle) avec des signes hemorra- 
giques, petechies, purpura extensif dans les premieres 
heures de vie, ou moins frequemment hemorragie visce- 
rale. L’ hemorragie intracranienne peut etre presente des la 
naissance ou peut survenir pendant toute la phase de throm- 
bopenie severe. Le diagnostic de thrombopenie alloimmune 
est suspecte lorsque les autres causes de thrombopenie 
neonatale sont exclues (Tableau 1). Un examen clinique 
attentif ne revele pas d’infection, d’hepatosplenomegalie, 
d’anomalies du squelette, de dysmorphie en rapport avec 


une anomalie chromosomique. En dehors des signes hemor- 
ragiques, I’enfant est «bien portant», et la thrombopenie 
est isolee. Cependant les associations ne doivent pas 
etre meconnues telles que coexistence d’une infection et 
d’une alloimmunisation, d’une auto-immunite maternelle 
et alloimmunisation [6]. En cas d’ hemorragie, le traitement 
doit etre institue le plus rapidement possible, sans attendre 
les resultats des examens biologiques. 

Dans certains cas, les signes cliniques sont absents et la 
thrombopenie isolee ne sera revelee que lors d’une nume- 
ration plaquettaire effectuee dans le cadre d’un bilan pour 
toute autre cause. 

Toute thrombopenie neonatale inexpliquee notamment 
severe ou d’apparition precoce, dans les 24 a 48 premieres 
heures de vie, aussi bien chez I’enfant premature que 
chez I’enfant a terme doit conduire a des investiga- 
tions biologiques afin d’affirmer ou d’infirmer le diagnostic 
d’alloimmunisation materno-foetale. 

Le diagnostic biologique 

La thrombopenie est definie chez le foetus ou chez le 
nouveau-ne comme une numeration plaquettaire inferieure 
a 150Giga/L [29,30], 

La thrombopenie est habituellement isolee, et si 
I’anemie est presente, elle resulte de I’hemorragie. Dans la 
grande majorite des cas, la thrombopenie est severe (infe- 
rieure a 50Giga/L), en particulier lorsque I’antigene HPA-la 
est implique. Le diagnostic etiologique est important d’une 
part, pour la prise en charge du cas index et, d’autre part, 
pour la prise en charge des grossesses futures. 

Le diagnostic biologique ne sera affirme que sur la mise en 
evidence de I’alloanticorps maternel specifiquement anti- 
plaquettaire (methodes serologiques), ^identification de 
I’antigene en cause et sa presence chez I’enfant (typage 
plaquettaire). En raison des difficultes qui peuvent etre 
rencontrees dans ce diagnostic, les examens doivent etre 
realises dans un laboratoire specialise dans le domaine. 

Serologie 

La detection et ^identification des anticorps antiplaquet- 
taires reposent sur des methodes de type Elisa. Aujourd’hui, 
la methode de reference est le Monoclonal antibody-specific 
Immobilization of Platelet Antigens (MAIPA) [31], capture 
antigenique a I’aide d’anticorps monoclonaux de souris 
(Fig. 1). Cette methode est longue et «artisanale» ; tou- 
tefois, elle s’avere tres sensible et specifique pour la 
detection des alloanticorps les plus frequemment mis en 
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Figure 1 Principe de la methode Monoclonal antibody-specific Immobilization of Platelet Antigens (MAIPA) appliquee a la detection 
des anticorps antiplaquettaires. 


cause. La recherche des alloanticorps maternels se fera 
a partir d’un prelevement de serum teste vis-a-vis d’un 
panel de plaquettes genotypees de groupe 0 et des pla- 
quettes paternelles (prelevement sur EDTA). Ces dernieres 
sont indispensables en cas d’implication d’un alloantigene 
rare. Dans tous les cas, un prelevement de plaquettes mater- 
nelles sera aussi effectue afin de rechercher I’eventuelle 
presence d’une auto-immunite associee. 

II arrive que certains anticorps de faible affinite et/ou 
de faible titre soient ainsi difficilement detectables. Cela 
s’explique par la competition qui peut se produire entre les 
anticorps humains et les anticorps monoclonaux, mais ega- 
lement en raison de I’etape de lyse qui peut fragiliser les 
complexes tri-moleculaires. C’est pourquoi des methodes 
Elisa alternatives ont ete developpees. Le MACE (modified 
antigen-capture Elisa) est fonde sur la fixation de glycopro- 
teines plaquettaires sur une microplaque, sans etape de lyse 
apres incubation du serum. Une autre methode, le Mixed 
Passive Haemagglutination (MPHA), est une methode fon- 
dee sur I’incubation du serum avec des plaquettes intactes, 
et detection sans etape de lyse. Toutefois, cette methode 
ne permet pas une quantification des anticorps detec- 
tes. 

Typage plaquettaire 

Les antigenes plaquettaires presents a la surface des 
plaquettes sont identifies par phenotypage ou bien par geno- 
typage. Le phenotypage constitue la methode la plus fiable, 
puisque les antigenes potentiellement immunogenes sont 
directement identifies. Neanmoins, la rarete des antiserums 
de reference, ainsi que la quantite importante de plaquettes 
necessaires pour le test (incompatible avec une thrombo- 
penie severe) ont rapidement conduit au developpement 
des methodes de genotypage fiables et de mise en oeuvre 
rapide. Aujourd’hui, la polymerase chain reaction-sequence 
specific primers (PCR-SSP) est la methode la plus utilisee en 
immunologie plaquettaire, meme si d’autres methodes plus 
anciennes (PCR- restriction fragment length polymorphism) 
ou plus recentes (PCR en temps reel) sont parfois utilisees 
[32]. 

Plusieurs etudes ont demontre I’interet de determiner le 
typage plaquettaire par des methodes complementaires afin 
d’eviter toute erreur en lien avec un polymorphisme gene- 
tique a I’origine de discordance de genotypage [33-36]. 
La fiabilite du typage plaquettaire sera ainsi meilleure 
lorsque le phenotypage et le genotypage sont conjointement 
realises, ou bien lorsque deux methodes de genotypages 
differentes sont utilisees. 


Vers une miniaturisation et une automatisation des 
analyses 

^accreditation des laboratoires d’analyses medicales 
conduit a un transfert des methodes «artisanales» vers 
des methodes commerciales certifiees pour le diagnostic in 
vitro. Cela se traduit par une automatisation des methodes, 
et I’introduction de nouvelles technologies en immunologie 
plaquettaire. 

Ainsi, la technologie de puces a billes («beadchip» 
BioArray Solutions; Immucor) utilisee pour le genotypage 
plaquettaire repose sur : 

• une PCR multiplexe au cours de laquelle sont amplifiees 
plusieurs sequences nucleotidiques portant les polymor- 
phismes plaquettaires; 

• I’identification des polymorphismes par des billes de cou- 
leurs portant a leur surface des sondes nucleotidiques ; 

• et I’interpretation des donnees de fluorescence par un 
logiciel dedie (Fig. 2). 

La technologie «Luminex», deja eprouvee dans le 
domaine du HLA notamment, est maintenant disponible pour 
le genotypage plaquettaire (« BloodChip», Progenika). Le 
genotypage simultane de 1 1 systemes antigeniques est rea- 
lise apres une PCR suivie d’une revelation par des billes 
fluorescentes portant a leur surface des sondes nucleo- 
tidiques specifiques de chaque allele. En serologie, une 
trousse de depistage des alloanticorps antiplaquettaires 
fonde sur la technologie Luminex sera commercialise cou- 
rant 2013 (Gen-Probes). Pour cette application, ce sont les 
glycoproteines plaquettaires fixees sur les billes qui per- 
mettent I’immuno-capture des anticorps antiplaquettaires. 

La detection des anticorps de faible affinite peut etre 
amelioree par I’utilisation de la technologie surface plas- 
mon resonance (SPR), comme cela a pu etre demontre pour 
les alloanticorps anti HPA-la [37,38]. Cette technologie est 
basee sur la modification de Tangle de reflexion d’un fais- 
ceau laser resultant de la fixation d’anticorps humains sur 
une lame de verre et d’or recouverte de glycoproteines pla- 
quettaires. 

Le traitement 
Traitement du nouveau-ne 

Tout nouveau-ne avec signes hemorragiques ou une nume- 
ration plaquettaire inferieure a 30Giga/L pendant les 
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Mesure de fluorescence (microscope) 


Figure 2 Genotypage plaquettaire par la technologie de puces a billes BioArray (Immucor). Chaque lame contient huit zones de 
detection, chacune d’elles etant dediee aux genotypages HPA-1 a -9, -1 1 et -15 d’un seul individu (soir huit individus/lame au total). 
Image reproduite avec I’accord du fabriquant. 


24 premieres heures de vie doit etre immediatement trans- 
fuse avec des plaquettes qui ne doivent pas etre detruites 
par I’anticorps maternel, et la mere est le meilleur don- 
neur. Des plaquettes de donneurs genotypes sont aussi 
disponibles dans certains centres de transfusion. Cepen- 
dant, en cas d’urgence ou en cas de difficultes logistiques, 
la transfusion de plaquettes standards [39] avec adjonc- 
tion d’immunoglobulines intraveineuses est realisee. Les 
immunoglobulines intraveineuses protegeraient en partie 
les plaquettes incompatibles de la destruction rapide par 
les anticorps. II faut souligner que les immunoglobulines 
intraveineuses ne sont en aucun cas une alternative a 
I’acte transfusionnel ; en effet, Faction des immunoglobu- 
lines n’est observee qu’apres un delai de 18 heures pendant 
lequel I’enfant severement thrombopenique reste a risque 
d’hemorragie. 

Lorsqu’une seconde transfusion est necessaire, les resul- 
tats du laboratoire peuvent permettre I’obtention de 
plaquettes compatibles avec I’anticorps maternel. 

Une surveillance sera effectuee jusqu’a obtention d’une 
numeration plaquettaire mettant a I’abri des complications 
hemorragiques (superieure a 50Giga/L). II sera bien entendu 
necessaire de s’assurer de I’absence d’hemorragie intracra- 
nienne meme minime. 

En I’absence d’hemorragie intracranienne, revolution 
est favorable rapidement, une numeration plaquettaire nor- 
male est obtenue en quelques jours. 

Si le nouveau-ne n’a pas de signe hemorragique ou bien 
si la numeration plaquettaire est superieure a 30Giga/L, 
aucun traitement n’est necessaire. Cependant, dans ce cas 
comme apres toute transfusion, il est important de sur- 
veiller la numeration plaquettaire afin de s’assurer qu’elle 
ne devienne pas inferieure a ce seuil, ce qui impliquerait de 
mettre en oeuvre un traitement comme indique ci-dessus. 

Une etude recente menee au Royaume-Uni a montre que 
la thrombopenie neonatale alloimmune etait une impor- 
tante cause de morbidite de mortalite jusqu’a I’age d’un 
an, notamment lorsque cette affection n’etait pas connue 
en debut de grossesse [40]. 


Prise en charge des grossesses a risque 

Etant donne la recurrence de I’atteinte pour tout foetus 
incompatible lors des grossesses successives et I’aggravation 
habituelle de I’atteinte, une prise en charge des grossesses 
a risque a ete developpee depuis plusieurs annees [41,42]. 
Une prise en charge en centre specialise est done recom- 
mandee. En cas d’heterozygotie paternelle pour I’antigene 
plaquettaire incrimine, le typage plaquettaire foetal est 
necessaire. Ce typage peut etre realise soit sur cellules 
amniotiques soit depuis recemment sur I’ADN foetal present 
dans le sang maternel [43]. 

Different traitement ont ete proposes, transfusion in 
utero, cesarienne precoce, traitement maternel. Actuel- 
lement, un consensus existe pour privilegier en premiere 
intention un traitement maternel. 

Les principals difficultes pour la prise en charge de 
ces grossesses a risque sont revaluation du statut foetal, 
^identification des foetus necessitant un traitement et la 
reponse a ce traitement. Jusqu’a present, la seule possi- 
bility de connaitre le statut foetal est la ponction de sang 
foetal. Cependant, chez un foetus thrombopenique, le risque 
de complications n’est pas nul notamment si des trans- 
fusions sont associees [44]. Les transfusions plaquettaires 
sont souvent mal supportees avec bradycardie prolongee 
menant souvent a des cesariennes en urgence. Par ailleurs, 
les ponctions de sang foetal peuvent probablement stimuler 
la reponse immune maternelle. C’est ainsi que des para- 
metres predictifs de I’atteinte foetale ont ete recherches 
afin de mettre en place une surveillance non invasive. Si 
des resultats discordants ont ete rapportes concernant les 
significations du titrage de I’anticorps maternel pendant la 
grossesse, une etude a mis en evidence que le titrage de 
I’anticorps avant 28 SA, en dehors de tout traitement, rea- 
lise dans des conditions bien standardises, etait correle 
avec une thrombopenie foetale severe [45]. Le titrage de 
I’alloanticorps maternel en cours de grossesse avec traite- 
ment semble etre aussi un facteur indicatif de I’efficacite 
therapeutique [3]. 
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Les protocoles de prise en charge de ces grossesses 
tendent de plus en plus a reduire tout geste invasif 
tel que les ponctions de sang foetal [46]. Actuellement, 
le traitement propose est done la perfusion maternelle 
d’immunoglobulines intraveineuses polyvalentes (IglV) a la 
dose de 1 g/kg par semaine, le debut du traitement depen- 
dant des antecedents. Line stratification en fonction du 
risque est proposee, dependant de la presence ou non chez 
I’enfant precedent d’hemorragie intracranienne [47]. Une 
etude retrospective comparant plusieurs traitements mater- 
nels, corticoides seuls, IglV seules, et IglV et addition de 
corticoides, a montre que le traitement le plus efficace etait 
ce dernier [3]. 

Le protocole therapeutique propose actuellement 
en France est done I’association d’lglV et corticoides 
(prednisone 0,5 mg/kg par jour). En cas d’antecedents 
d’hemorragie intracranienne, debut du traitement par IglV 
des 16 a 18SA et addition de corticoides a partir de 30 a 
32 SA. Ce traitement est poursuivi jusqu’a I’accouchement 
par cesarienne a 39 SA. 

En cas d’absence d’hemorragie intracranienne, le traite- 
ment debute vers 20 a 22 SA, I’addition de corticoides ayant 
lieu a la meme periode que precedemment, avec accouche- 
ment par cesarienne a 39 SA. 

A la naissance, une numeration plaquettaire de I’enfant 
sera immediatement realisee. En cas de thrombopenie 
severe, une transfusion de plaquettes genotypees est imme- 
diatement effectuee. 

II faut souligner que la multiparite et la presence 
d’hemorragie intracranienne chez les enfants precedents 
sont des facteurs de risque d’echec therapeutique. 

Aucun effet deletere n’a ete observe dans le develop- 
pement des enfants apres un traitement antenatal par IglV 
[48]. 

Si les protocoles proposes actuellement concernent les 
femmes ayant eu des antecedents, le probleme est pose 
pour une premiere grossesse chez une femme potentiel- 
lement a risque d’alloimmunisation (soeurs d’une femme 
ayant donne naissance a un enfant avec une thrombopenie 
alloimmune, ou bien phenotype plaquettaire a risque decou- 
vert lors d’etudes prospectives). Dans notre experience, le 
traitement antenatal n’est propose que lors de la mise en 
evidence d’alloanticorps. Aucun geste invasif ne sera effec- 
tue. 

Autres traitements 

D’autres traitements plus specifiques sont a I’etude, telles 
que les anticorps monoclonaux [49], ou bien des pos- 
sibility d’approche prophylactique si dans certains cas 
1’alloimmunisation ne survenait qu’apres I’accouchement 

[50]. 

Depistage systematique 

La plupart des cas de thrombopenie par alloimmunisation 
materno-foetale sont decouverts a la naissance et done en 
I’absence de depistage systematique, le premier enfant sera 
toujours a risque de thrombopenie severe avec des conse- 
quences deleteres en cas d’hemorragie intracranienne. Des 
etudes prospectives ont ete realisees mettant en evidence 


que le depistage systematique pouvait etre une option de 
sante publique. Cependant, la mise en place d’un tel pro- 
gramme souleve plusieurs questions dont une sensibilite 
suffisante dans les tests diagnostiques de mise en evidence 
de I’immunisation maternelle, I’existence de parametres 
maternels predictifs de I’atteinte foetale, et I’optimisation 
de la prise en charge des grossesses a risque. 

Conclusion 

Des progres reels ont ete accomplis dans ce domaine per- 
mettant un meilleur diagnostic et une prise en charge 
therapeutique. Cependant, le mecanisme de I’immunisation 
maternelle n’est toujours pas elucide et de ce fait, la pre- 
vention de I’immunisation n’existe pas. II est necessaire 
dans I’avenir d’etablir des etudes collaborative afin de pou- 
voir repondre a ces questions. Les modeles animaux sont 
certes interessants, cependant, il ne faut pas oublier que la 
pathologie humaine peut-etre fort differente. 
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Summary Fever of unknown origin (FUO) are defined by a fever greater than 38.3 °C evolving 
during at least 3 weeks and without diagnosis despite appropriate explorations. This clinical 
entity is not so uncommon. More than 200 causes of FUO have been reported. Despite medical 
advances, they remain unexplained in 10 to 30% of cases after exhaustive work-up. So FUO is a 
challenging medical problem. Clinical evaluation remains the basis of the initial evaluation of 
the patient with FUO. Newer diagnostic modalities, including blood chemistry, immunological 
tests and molecular methods have important role in the assessment of these patients. We will 
discuss in this review terminology, common causes of FUO and technical innovation. 

© 2013 Published by Elsevier Masson SAS. 

Resume Les fievres prolongees inexpliquees se definissent comme une fievre superieure a 
38,3 °C evoluant depuis trois semaines et sans diagnostic malgre des explorations appropriees. 
Ces fievres relevent de causes diverses et nombreuses (plus de 200repertoriees). Elies restent 
inexpliquees dans 10a 30% des cas malgre un inventaire exhaustif et les progres des techniques 
de biologie. Elies relevent d’un veritable defi diagnostique pour les cliniciens. Si I’examen 
clinique reste un element essentiel dans la prise en charge de ces malades et oriente le choix 
des examens complementaires, ces fievres ont beneficie des importants progres realises dans 
differents domaines de la biologie : examens biochimiques, immunologie, techniques de biologie 
moleculaire en microbiologie, diagnostic genetique. Dans cet article nous traiterons des fievres 
prolongees inexpliquees ainsi que des fievres recurrentes. Apres avoir rappele la terminologie 
et les differentes causes de ces fievres, nous passerons en revue les innovations techniques qui 
sont intervenues ces dernieres decennies. 
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Introduction 

Si la plupart des episodes de fievre sont courts et 
relevent soit defections benignes ne necessitant ni exa- 
mens complementaires, ni traitement specifique, soit de 
maladies plus graves devant etre rapidement prises en 
charge, certaines fievres sont a la fois de duree prolongee 
et difficiles a diagnostiquer. II s’agit des fievres persistantes 
inexpliquees (FPI) (dans la litterature anglo-saxonne : fever 
of unknown origin [FUO]) [1]. Cette thematique merite 
notre attention car cette situation n’est pas exceptionnelle 
(elle concerne 2,9% des patients hospitalises) [2] et, ces 
fievres, restent malgre les progres des techniques de biolo- 
gie et d’imagerie un defi pour les medecins ayant en charge 
ces patients. Nous aborderons dans une premiere partie 
les fievres prolongees inexpliquees et dans une seconde 
nous nous interesserons a un sous-groupe de celles-ci : les 
fievres intermittentes. Dans chacune de ces deux parties 
nous envisagerons les causes et les outils biologiques a notre 
disposition pour mieux apprehender les differentes entites 
diagnostiques. 

Fievres prolongees inexpliquees 
Definitions et terminologie 

La premiere definition formelle ayant recueilli un large 
assentiment est celle proposee par Petersdof et Beeson dans 
une revue de lOOcas parue dans Medicine en 1961 [3]. 
II s’agit d’une temperature superieure a 38,3 °C, contro- 
lee a plusieurs reprises, persistant depuis au moins trois 
semaines et sans diagnostic a Tissue d’au moins une semaine 
d’investigations dans le cadre d’une hospitalisation. Cette 
definition en raison d’une modification des pratiques 
cliniques, du nombre croissant d’immunodeprimes, de 
T accessibility d’un plus grand nombre d’examens en ambu- 
latoire a evolue [1], Ainsi en 1991, Durack et Street vont 
ramener la duree d’exploration au sein d’un service hos- 
pitalier a trois jours ou a trois visites externes au cours 
desquelles sont realisees les explorations appropriees [4]. 
Par ailleurs, ils vont individualiser les FPI en cinq sous- 
groupes (qui relevent de causes et de prises en charge 


differentes): fievres persistantes d’origine inconnue clas- 
siques (seules abordees dans cet article), FUO associees 
aux soins, FUO chez Timmunodeprime (neutropenique), 
FUO associee au virus de I’immunodeficience humaine (VIH) 
[4,5]. II faut souligner que ces criteres assez largement uti- 
lises ne sont neanmoins pas repris par toutes les etudes 

[4] - 

Etiologie 

Plus de 200 causes differentes ont ete repertories [2]. On 
les classe en cinq grandes categories : maladies infectieuses, 
maladies inflammatoires non infectieuses (MINI), neopla- 
siques, diverses et sans diagnostic au terme des explorations 

[5] . Les principales causes sont listees dans le Tableau 1. 
Au cours du temps, on constate une diminution des causes 
neoplasiques et infectieuses au profit des MINI et des cas 
non diagnostiques. La Fig. 1 presente les resultats de la 
revue de la litterature de Mourad et al. qui a repris 1 1 series 
parues entre janvier 1966et decembre 2000 et regroupant 
1000 patients dont les donnees ont ete collectees entre 
1952et 1994 [2]. Ces tendances sont confirmees dans les 
series recentes [5,6]. Cela est lie aux progres de I’imagerie 
et des techniques de microbiologie qui conduisent a un 
diagnostic plus rapide des maladies neoplasiques et infec- 
tieuses (avant qu’elles ne puissent repondre aux criteres 
de FPI) [2,4]. Par ailleurs, les criteres diagnostiques sont 
actuellement plus exigeants; les diagnostics defections 
virales, bacteriennes necessitent des criteres microbio- 
logiques stricts, les diagnostics syndromiques tels que 
les hepatites granulomateuses, les syndromes d’activation 
macrophagique constituent des orientations diagnostiques 
mais ont disparu des classifications etiologiques, les cri- 
teres exiges pour retenir des diagnostics tels que ceux de 
maladie de Still, de pseudo-polyarthrite rhizomelique sont 
egalement plus rigoureux [4,7]. 

Strategie diagnostique 

II n’existe pas d’algorithme consensuel et valide des inves- 
tigations a pratiquer et de leur sequence. 




Infectieuses 

Neoplasiques 

Inflamatoires 
non infectieuses 

Diverses 

Non 

diagnostiquees 

■ 1950 

36 

19 

18 

18 

9 

□ 1970 

30,8 

23,9 

15,1 

13 

17,2 

■ 1980 

29 

15,6 

25,4 

12,7 

17,3 

■ 1990 

24.5 

14.5 

23,5 

7.5 

30 


Figure 1 Evolution des causes de fievres persistantes inexpliquees entre les annees 1950et 1990. 
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Tableau 1 Etiologie des fievres persistantes. 


Infectieuses 

Bacterienne : abces, prostatite, endocardite, tuberculose, fievre Q, bartonellose. . . 
Virale: EBV, CMV, hepatites, VIH 

Parasitaire : toxoplasmose, trichinose. . . 

Fongique (concerne surtout les immunodeprimes) 

25-40% 

Neoplasiques 

Hemopathies (2/3): lymphome non hodgkinien, maladie de Hodgkin, syndromes 
myeloproliferatifs. . . 

Tumeurs solides (1/3): renale, colique, pancreatique, cerebrale, carcinome 
hepatocellulaire, sarcomes 

15-30% 

Maladies 

inflammatoires 

non infectieuses 

Maladie de Still de I’adulte 

Maladie de Horton, PPR 

Lupus erythemateux dissemine 

Angeite necrosante 

Maladies granulomateuses (sarcoidose, maladie de Crohn) 

Fibrose retroperitoneale, maladie de Takayasu. . . 

10-30% 

Causes diverses 

Affection vasculaire : resorption d’un hematome (rechercher des signes d’hemolyse), 
anevrisme fissure, maladie thromboembolique, myxome 

Endocrinopathie : thyroYdite et hyperthyroTdie (le plus souvent), pathologie 
surrenalienne (plus exceptionnelle), traitement par progestatif 

Fievre medicamenteuse et fievre professionnelle 

Hepatite alcoolique subaigue 

Syndromes hemolytiques 

Pathomimie : fievre factice et autoprovoquee 

Lesion hypothalamique 

Dysregulation thermique autonome. . . 

5-15% 

Non retrouvees 


10-30% 


La premiere etape consiste en un examen clinique et un 
interrogatoire fouille et repete. Cette etape est essentielle. 
Dans une etude prospective menee entre 1990et 1999 par 
Vanderschueren et al. ayant inclus 290 patients, 1’evolution 
clinique constituait apres les biopsies I’element decisif, 
contribuant au diagnostic pour 22,9% des patients [8]. II est 
a noter que I’allure de la courbe thermique a donne lieu a 
de nombreuses descriptions (continue, hectique, ondulante) 
mais sa pertinence nosologique est faible [1,5] en dehors 
d’une variete appelee fievre recurrente (cf. ci-dessous). La 
dissociation pouls/temperature peut egalement constituer 
une orientation diagnostique en faveur d’une typhofde, bru- 
cellose, legionellose [5]. 

Examens biologiques 

Proteine reactive C (CRP). La CRP a ete decouverte en 
1930. C’est la premiere proteine de la phase aigue de 
I’inflammation ayant ete decrite et c’est un marqueur tres 
sensible de I’inflammation systemique [9]. Elle est pro- 
duite par les hepatocytes en reponse a l’interleukine-6 
[10]. Sa cinetique est rapide, sa concentration sanguine (ou 
serique) augmente a la sixieme heure du processus inflam- 
matoire, le pic de synthese est atteint a la 48 e heure, 
sa demi-vie plasmatique est de 19heures (Fig. 2). Seule 
I’insuffisance hepatocellulaire peut interferer avec la pro- 
duction de la CRP. Elle est augmentee dans de nombreuses 
situations: en cas d’infections bacteriennes, fongiques 
systemiques, virales; dans de nombreuses maladies inflam- 
matoires et auto-inflammatoires (polyarthrite rhumatoYde, 
spondylarthrite ankylosante, maladie de Crohn, fievre 


mediterraneenne familiale, vascularites systemiques. . .) ; 
necroses tissulaires (infarctus du myocarde, pancreatite 
aigue) ; traumatismes (fractures, brulure, chirurgie) ; neo- 
plasie. La CRP, bien que n’etant pas un biomarqueur 
specifique d’infection bacterienne reste neanmoins tres 
utile pour depister une maladie organique, suivre la reponse 
au traitement d’une maladie inflammatoire ou infectieuse. 
Enfin, on note qu’il existe quelques maladies inflammatoires 
ne s’accompagnant pas d’augmentation de la CRP, a savoir, 
le lupus erythemateux dissemine (en dehors des serites), la 
sclerodermie, la dermatopolymyosite, la reaction de greffon 



Duree (heures) 


Figure 2 Cinetique de differents marqueurs de 
I’inflammation apres stimulation endotoxinique chez des 
volontaires sains. CRP: proteine C-reactive, IL: interleukine, 
PCT : procalcitonine, TNF : tumor necrosis factor. 

Repris de Reinhart-Meisner Crit Care Med 2006. 
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contre I’hote. Dans ces situations, la CRP pourra aider a dis- 
tinguer une infection intercurrente, d’une poussee de ces 
maladies [9,11]. 

Procalcitonine (PCT). La PCT est une proteine de la phase 
aigue de I’inflammation dont le role physiologique reste 
inconnu hormis d’etre le precurseur de la calcitonine [12]. 
La valeur normale de la PCT serique est inferieure a 
0,05ng/mL. Elle est detectable a partir de la quatrieme 
heure d’une infection, ce qui en fait le marqueur le plus pre- 
coce de la phase aigue, elle presente ensuite un pic entre 
la sixieme et la huitieme heure, suivi d’un plateau a la 24 e 
heure (Fig. 2). Sa demi-vie est d’environ 24heures. Meme 
si ce test qui a fait I’objet d’une premiere publication en 
1993, a demontre son interet pour distinguer, essentielle- 
ment chez I’enfant, les infections bacteriennes des maladies 
virales ou inflammatoires, il comporte certaines limites. 
Tout d’abord I’existence de faux-negatifs, une valeur infe- 
rieure a 0,05ng/mL ne permet pas d’exclure une infection 
systemique naissante, une infection localisee (et ce meme si 
les nouveaux tests ultrasensibles ont pu ameliorer la valeur 
predictive negative de la PCT), ou une infection a bacterie 
intracellulaire [1 2, 1 3]. II existe egalement des faux-positifs : 
syndrome d’activation macrophagique, maladie de Kawa- 
saki, maladie de Still de I’adulte, patients polytraumatises 
et ayant subit des chirurgies lourdes, coups de chaleurs, 
arret cardio-circulatoire ou choc cardiogenique prolonge, 
en post-transplantation d’organe, fievre en cas de reaction 
de I’hote contre le greffon, carcinome bronchique a petite 
cellules, tumeurs neuro-endocrines et carcinoi'des, cancer 
medullaire de la thyro'i'de, thyroi'dite de de Quervain, aug- 
mentation physiologique dans les 48 a 72heures apres la 
naissance, insuffisance renale preterminale, grands brules 
[11—14]. Malgre I’existence de ces faux-negatifs et posi- 
tifs, la PCT est le meilleur biomarqueur pour differencier 
infection bacterienne, d’infection virale et infection bac- 
terienne, d’inflammation d’origine non infectieuse. Dans 
une meta-analyse parue dans Clinical Infectious Disease et 
regroupant 1386 patients la specificite de I’elevation de la 
PCT etait de 81 % vs 67% pour la CRP [10]. La surveillance de 
la decroissance de ses taux sous antibiotiques permet ega- 
lement de diminuer la duree de ces traitements [12]. S’il y 
a eu des etudes visant a evaluer I’interet pronostique de la 
PCT dans le cadre de fievres inexpliquees notamment chez 
les enfants neutropeniques, il n’y a pas eu d’etudes equiva- 
lentes dans les fievres prolongees inexpliquees au sens de la 
terminologie classique definie ci-dessus [15]. 

Eosinopenie. La diminution des polynucleaires eosino- 
philes sanguins en reponse a une infection a ete decrite par 
Bass des 1 893 [1 6]. Dans une etude publiee en 2003 et ayant 
porte sur 138 patients presentant un syndrome inflamma- 
toire defini par une CRP superieure a 20mg/L, Gil et al. 
ont montre qu’en cas d’hyperleucocytose superieure a 
10000/mm 3 , si la concentration des eosinophiles est infe- 
rieure a 40/mm 3 , la probability d’infection bacterienne est 
alors de 100% [17]. A contrario, lorsque la valeur moyenne 
des eosinophiles est superieure a 200/mm 3 , la probability 
d’infection bacterienne (valeur predictive positive) est de 
23%. Une etude cas-temoin de Wibrow et al. ayant inclus 
531 patients confirme que chez les adultes, si la specificite 
d’une concentration d’eosinophiles inferieure a 10/mm 3 est 
correcte : 79 % (Intervalle de confiance [1C] 95 % : 74-82), la 
sensibilite quant a elle est faible : 47% (1C 95% : 41—52). Par 


ailleurs, contrairement aux resultats d’etudes anterieures, 
le nombre des eosinophiles chez les enfants ayant une bacte- 
riemie et chez les enfants temoins n’etaient pas differents. 
Pour cet auteur, I’eosinopenie a une valeur d’alerte en 
faveur d’une bacteriemie chez une population adulte, en 
revanche, I’absence d’eosinopenie ne peut constituer un 
element rassurant en defaveur d’une bacteriemie. Enfin, il 
est a rappeler que les eosinophiles peuvent diminuer en cas 
d’infection virale, de traitement par corticoi'des ou cate- 
cholamines, de situation de stress, ou de certaines maladies 
psychiatriques telles que la depression et dans quelques cas 
d’allergies [16]. 

Ferritine et ferritine glycosylee. Quelques observations 
a I’instar de celles de Cunha suggerent qu’une elevation 
importante (superieure a 2fois la normale) et prolongee 
de la ferritine permet de restreindre le champ des diag- 
nostics evoques dans le cadre d’une fievre prolongee. Les 
diagnostics a evoquer sont alors ceux de cancers solides, 
hemopathies, syndromes myeloproliferatifs, maladies de 
systeme (polyarthrite rhumatoi'de, maladie de Horton, de 
Still, lupus erythemateux dissemine) et pour ce qui est des 
causes infectieuses : I’infection par le VIH, par le CMV, la 
tuberculose [18-20]. La ferritine glycosylee permet egale- 
ment une orientation diagnostique. Elle provient de cellules 
senescentes (par cytolyse physiologique) ou est secretee par 
les monocytes/macrophages. Chez le sujet sain, elle consti- 
tue 50 a 80% de la ferritine serique. Dans les phenomenes 
inflammatoires aigus, la ferritine est principalement secre- 
tee sous forme glycosylee, alors que dans les phenomenes 
de lyse tissulaire, il y a essentiellement un relargage de 
ferritine tissulaire non glycosylee. Un pourcentage de ferri- 
tine glycosylee entre 20 et 40% s’observe dans les maladies 
inflammatoires multisystemiques autres que la maladie de 
Still. Fautrel a montre qu’une ferritine superieure a 5fois 
la normale associee a une ferritine glycosylee inferieure a 
20% a une sensibilite de 43,2% et une specificite de 92,9% 
pour le diagnostic de maladie de Still de I’adulte. Ainsi 
la ferritine glycosylee a permis de proposer un nouveau 
jeu de criteres de la maladie de Still, bien que ceux-ci 
ne soient pas encore totalement valides. Il est egalement 
interessant de noter que si la ferritine se corrige entre 
les poussees de la maladie, la ferritine glycosylee reste 
quant a elle diminuee pendant plusieurs semaines voire 
plusieurs mois apres la poussee [21]. Comme mentionne 
plus haut; la diminution de la ferritine glycosylee n’est 
cependant pas pathognomonique de la maladie de Still. Elle 
est observee dans d’autres processus inflammatoires: syn- 
drome d’activation macrophagique, infections systemiques 
severes, quelques rares cas de neoplasies et certains cas de 
syndrome d’hypersensibilite medicamenteuse (DRESS syn- 
drome) [21-26]. 

Scores combines. Etant donne les limites de chacun 
des differents examens biologiques, certains auteurs ont 
propose des scores combines afin d’affiner I’orientation 
diagnostique. Efstathiou et al. dans une etude ayant ana- 
lyse 33 variables et inclus 212 patients pris en charge pour 
des fievres prolongees inexpliquees ont montre qu’une 
CRP superieure a 60mg/dL, une eosinopenie inferieure a 
40/mm 3 , une ferritine inferieure a 500pg/L sont associees 
de facon independante a une cause infectieuse avec des 
odds ratios respectifs a 6 (1C 95%: 2,5— 9,8), 4,1 (1C 95%: 
2—7,3), 2,5 (1C 95%: 1,3— 5,2). La presence de deux de ces 
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trois variables permet de predire une origine infectieuse 
avec une sensibilite de 91,4% et une specificite de 92,3% 

[27]. 

Place de la blolo^le moleculaire. La biologie moleculaire 
a revolutionne le diagnostic des maladies infectieuses per- 
mettant de mettre en evidence des pathogenes de culture 
difficile ou non viables du fait d’une antibiotherapie prea- 
mble. Les techniques de PCR universelles reposent sur 
^amplification des genes codant I’ARN ribosomal 16S des 
eubacteries (et 18S des champignons). Le gene codant 
I’ARN 16S est compose de sequences nucleotidiques conser- 
ves chez toutes les bacteries et celles-ci encadrent des 
sequences plus variables. Ainsi en localisant des amorces 
(amorces universelles) dans les regions conservees, on peut 
amplifier par PCR ce fragment d’ADN de n’importe quelle 
bacterie et le comparer aux sequences compilees au sein 
de banques de donnees pour ainsi identifier I’espece bacte- 
rienne. Ce progres est particulierement notable dans le cas 
des endocardites a hemocultures negatives qui representent 
2,5 a 31% des endocardites. Dans une etude prospective 
menee entre 2001 et 2009, la realisation de techniques de 
PCR ADNr 16S et 18S sur le sang total et surtout sur le tissu 
valvulaire excise a permis de poser le diagnostic dans res- 
pectivement 14% et 69,1 % des cas [28]. 

Place des biopsies 

En cas de presence d’adenopathie pathologique, on 
peut realiser des biopsies ganglionnaires. Celles-ci sont 
particulierement rentables pour poser les diagnostics 
d’hemopathie, toxoplasmose, maladie de Kikuchi, maladie 
granulomateuse [4,5]. La ponction biopsie hepatique permet 
d’obtenir le diagnostic dans 9a 17% des cas et est particu- 
lierement utile dans le diagnostic des maladies granuloma- 
teuses. En effet I’examen histologique permet differencier 
entre les atteintes infectieuses (necrose caseeuse, granu- 
lome bilharzien), auto-immunes, neoplasiques. Cependant, 
cet examen n’est pas denue de risque (complications rap- 
portees dans 0,06 a 0,32% des cas) et Vindication est done a 
evaluer avec precaution. L’ existence d’une hepatomegalie 
ou de perturbations des tests hepatiques ne sont pas predic- 
tives de la rentabilite diagnostique de cet examen [4,5]. La 
biopsie osteomedullaire est un examen important pour les 
hemopathies, infections a germes intracellulaires (comme 
I’histoplasmose disseminee), tuberculose miliaire. Elle est 
utile au diagnostic dans 10a 23,7% des cas. Dans une etude 
ayant inclus 130 patients avec une fievre prolongee inexpli- 
quee ayant eu une biopsie osteomedullaire, Hot et al. ont 
montre que I’existence d’une anemie ou d’une thrombope- 
nie est predictive en analyse multivariee d’une plus grande 
rentabilite de cet examen. Ils ont compare les groupes de 
patients selon qu’ils recevaient ou non des corticoi'des et 
montre que cela n’affectait pas les resultats qu’on pouvait 
attendre de cet examen [29]. Enfin, dans cette etude et dans 
d’autres, il a ete montre une rentabilite extremement faible 
de la myeloculture chez I’immunocompetent (contribue au 
diagnostic dans 0 a 2 % des cas) [5,29]. 

TEP scanner 

Le TEP scanner est une technique d’imagerie scintigra- 
phique, couplee a la tomodensitometrie, ou un traceur 
radioactif, le 18 F-fluorodesoxyglucose ( 18 FDG) est injecte 


et va se distribuer aux cellules ayant une augmentation 
du metabolisme glucidique. Ainsi une hyperfixation sera 
constatee au niveau des lesions neoplasiques, inflamma- 
toires, granulomateuses, infectieuses, en raison d’une forte 
activite gycolytique et done d’une surexpression de diffe- 
rents transporteurs membranaires du glucose dans ces tissus 
[30]. Deux revues recentes ont recense les etudes ayant 
etudie cette technique d’imagerie dans les FUO [5,31]. 
Hayakama et al. ont retenu cinq etudes ayant utilise la 
TEP et sept la TEP couplee a la tomodensitometrie, parues 
entre 2000 et 201 2 et ayant inclus respectivement 160et 
327 patients. La sensibilite et la specificite de ces exa- 
mens etaient de 84et 76% pour la TEP et de 89et 71% 
pour la TEP couplee a la tomodensitometrie [5]. Ces deux 
articles soulignent I’interet de cette technique, d’une part, 
car sa tres bonne sensibilite, permet de guider d’autres 
investigations plus specifiques (biopsies) [30,31] et, d’autre 
part, en raison d’une haute valeur predictive negative. 
II est ainsi licite en cas de TEP scanner negatif lorsque 
toute maladie inflammatoire multisystemique a ete ecartee 
d’interrompre les investigations pour s’en tenir a une simple 
surveillance [31]. Ainsi des auteurs tels que Bleeker-Rovers 
et al., dans une etude prospective multicentrique parue en 
2007 positionnent le TEP scanner tres tot dans le bilan [32]. 

Fievres recurrentes et maladies 
auto-inflammatoires 

Definitions 

Les fievres recurrentes, intermittentes ou episodiques ont 
ete individualists depuis les annees 80/90 au sein des 
fievres prolongees d’origine indeterminee. Ce sous-groupe 
correspond a des patients dont la fievre repond aux cri- 
teres de FPI mais dont les acces febriles sont entrecoupes de 
phases asymptomatiques plus ou moins longues (48heures 
pour De Kleinj, au moins deux semaines pour Knockaert) 
[33]. La frequence de ce ces fievres est difficile a preci- 
ser car peu de series les prennent en compte, neanmoins, 
elle est non negligeable, allant de 18a 42% des cas selon 
les auteurs [33,34]. Par rapport aux «FUO classiques», on 
note dans ce sous-groupe que les patients sont significati- 
vement plus jeunes, que la duree des symptomes avant la 
prise en charge est plus longue. Les memes categories diag- 
nostiques que dans les FPI « classiques » vont etre retrouvees 
(Tableau 2) [34-37]. Toutefois, contrairement aux fievres 
« continues », les causes infectieuses, tumorales et inflam- 
matoires non infectieuses sont plus rares, et les cas non 
resolus au contraire plus nombreux. Dans ce cadre, nous 
allons detainer plus precisement une nouvelle entite, les 
maladies auto-inflammatoires. 

Maladies auto-inflammatoires, elements de 
classification et de physiopathologie 

Le terme de syndrome auto-inflammatoire a ete propose 
par M.F. McDermott et D.L. Kastner en 1999 pour desi- 
gner un groupe de maladies hereditaires caracterisees par 
des acces de fievres recurrentes associees a des pheno- 
menes inflammatoires notamment au niveau des sereuses 
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Tableau 2 Principales causes des fievres intermittentes. 


Infectieuses Bacterienne: infection biliaire, prostatite, otite moyenne et mastoi'dite, 

infection sur materiel etranger, abces profond, osteomyelite, thrombose 
septiques, endocardite, tuberculose, melioidose, yersiniose, maladie de 
Whipple, sodoku, borrelioses. . . 

Virale: certaines infections a herpes virus: EBV, HHV8 
Parasitaire : toxoplasmose, paludisme, trypanosomiase 

Neoplasiques Hemopathies : lymphome non hodgkinien, maladie de Hodgkin, syndrome 

myelodysplasiques. . . 

Tumeurs solides : cancer colorectal, metastases. . . 


Maladies Maladie de Still de I’adulte 

inflammatoires non Mastocytose, vascularites : maladie de Behcet, polychondrite atrophiante 
infectieuses Maladie de Crohn 


Causes diverses Fievre medicamenteuse et fievre professionnelle 

Pathomimie 

Maladie veineuse thromboembolique 
Syndrome auto-inflammatoire 

Maladie lymphoproliferative et histiocytaire (Castelmann, Rosai-Dorfman. . .) 
Syndrome de Schnitzler 
Maladie de Gaucher, Fabry. . . 


Non retrouvees 


9-11,5% 


5 - 15 % 


9-11 % 


20-25% (dont2a 12% 
causee par la FMF) 


45 - 52 % 


et un syndrome inflammatoire biologique. Par opposition 
aux maladies auto-immunes, il n’y a pas d’auto-anticorps 
et de lymphocytes T specifiques d’auto-antigenes [38-40]. 
Le role del’IL-1 (3 cytokine majeure de I’inflammation et de 
I’immunite innee dans la physiopathologie de ces maladies 
a ete demontre. Si les fievres recurrentes hereditaires (FRH) 
constituent I’archetype des maladies auto-inflammatoires 
[41], le champ de ces maladies s’est elargi. Elies regroupent 
desormais des maladies de transmission mendelienne (FRH 
seules traitees dans cette derniere partie et d’autres patho- 
logies telles que le syndrome de Blau, Majeed, PAPA. . .) 
ainsi que des maladies polyfactorielles (maladie de Crohn, 
goutte, maladie de Still...) [40]. Ces maladies sont liees a 
des desordres de I’immunite innee. Les FRH regroupent six 
maladies: fievre mediterraneenne familiale (FMF), le syn- 
drome TNF receptor associated periodic syndrome (TRAPS), 
anciennement denomme fievre hiberneenne familiale, le 
deficit partiel en mevalonate kinase (MKD), ancienne- 
ment connu sous le nom de Hyperimmunoglobulinemia 
D and periodic fever syndrome (HIDS) et les cryopyri- 
nopathies (urticaire familiale au froid [UFF]), syndrome 
de Muckle-Wells (MWS), syndrome chronic infantile neu- 
rologic cutaneaous and articular syndrome (CINCA), aussi 
appele neonatal onset multisystemic inflammatory disease 
(NOMID). 

Dans les cas des cryopyrinopathies, une mutation de 
la proteine NLRP3aboutit a une activation pathologique 
de I’inflammasome (complexe proteique compose des pro- 
teines NLRP3, ASC et caspase 1 ) conduisant a une production 
deregulee d’IL-1(3 [40,41]. En ce qui concerne la FMF, bien 
que le gene MEFV responsable de la maladie ait ete identifie 
en 1997 (218mutations mises en evidence a ce jour) [42], 
le mecanisme par lequel la proteine pyrine/marenostrine 
une fois mutee entraTne les manifestations cliniques n’est 
pas encore exactement defini [43]. La pyrine aurait pour 


role de limiter I’activation de NLRPlet de reguler negati- 
vement I’activite de la caspase 1. Aussi, une mutation de 
cette proteine entrainerait une secretion anormale d’IL-1(3 

[43] . Concernant le syndrome TRAPS, plus de 70 mutations 
du gene TNFRSF1A ont ete mises en evidence. Les meca- 
nismes par lesquels les differentes mutations entrainent ce 
syndrome ne sont pas encore bien apprehendes et semblent 
differer selon les mutations [44]. Plusieurs hypotheses sont 
evoquees par des etudes in vitro qui ont montre une 
alteration de la voie de signalisation NF-kB, du trafic intra- 
cellulaire du recepteur, une auto-activation du recepteur. . . 

[44] . Le MKD est lie a une mutation sur un gene codant pour 
une proteine intervenant dans la synthese du cholesterol et 
des proteines isoprenylees, les mecanismes precis condui- 
sant a ces manifestations ne sont pas encore compris mais 
il semblerait que ce soit le deficit des proteines isopreny- 
lees qui entrainerait via un defaut geranyl-geranylation une 
production excessive d’IL-1 p [45]. 

Panorama des fievres recurrentes hereditaires 
(FRH) 

La presentation clinique, les genes mutes, les traitements et 
le pronostic de ces differentes entites sont presentes dans 
le Tableau 3 [39,43,44,46-50], 

Une des caracteristiques de ces fievres hereditaires 
est qu’elles peuvent se compliquer, dans un pourcentage 
variable de cas par une amylose secondaire AA dont I’issue 
est fatale dans les cinq a dix ans suivant le diagnostic 
d’amylose [ 40 ]. La prevalence de I’amylose n’est pas la 
meme selon les differentes entites. Elle est plus prevalente 
en cas de FMF, en particulier en cas d’atteinte articulaire, 
d’homozygotie M694V, d’antecedent familial d’amylose et 
est plus atypique chez les patients porteurs d’un MKD 



Tableau 3 Caracteristiques des fievres recurrentes hereditaires. 


FMF 

TRAPS 

MKD 

Cryopyrinopathies 







UFF 

MWS 

CINCA/NOMID 

Mode de 

transmission 

Autosomique recessif 

Autosomique dominant 

Autosomique recessif 

Autosomique dominant 



Gene 

MEFV 

TNFRSF1A 

MVK 

NLRP3 1 



Chromosome 

1 6p1 3 

1 2p1 3 

12q24 

1q44 



Proteine 

Marenostrine (ou pyrine) 

Recepteur 1 du TNF 
(TNFR1 ) 

Mevalonate kinase 

Cryopryrine 



Prevalence 

1/10000 

1/1,106en Europe 

Extremement rare 
(200 patients) 

Extremement rare (300 patients) 


Repartition 

Bassin mediterraneen 
(prevalence 1/200-1/1000) 

Cosmopolite 

Cosmopolite, 
predominant en Europe 
du Nord 

Cosmopolite, predominant en Europe du Nord 


Age de debut 
des 

symptomes 

<20ans 

Variable (age moyen : 
3ans, range: 

2semaines— 50ans) 

Petite enfance 

Enfance 



Periodicite des 

acces 

Variable 

Variable parfois continu 

Toutes les 4/6 semaines 

Variable (dependant de 
I’environnement) 

Quotidienne 

Continu 

Duree des 

acces 

Fleures a 3/4 j 

1 a 3 semaines 

4-6 j 

< 24h 

Aggravation 

vesperale 

Continu 

Facteurs 

declenchants 
des acces 

Stress emotionnel, 
infection, menstruation 

Stress emotionnel 

Vaccination, infection, 
traumatisme 

Froid (crise declenchee 
quelques heures apres 
exposition) 



Atteinte 

cutanee 

Pseudo-erysipele 7-40% 

Rash migrateur 
Pseudo-erysipele 

Rash purpura 

Rash urticaire 

Urticaire 

Urticaire 

Atteinte 

musculos- 

quelettique 

Mono ou oligoarthrite 
(50-75%) parfois atteinte 
chronique erosive 

Myalgies 

Myalgies 

Arthralgies, arthrite non 
erosive 

Arthralgies, oligo ou 
polyarthrites non 
erosives 

Myalgie 

Arthralgies 

Myalgies 

Arthralgies 

et/ou 

arthrites 

Arthralgies, 

Arthrites 

Atteinte 

oculaire 


CEdeme periorbitaire 
Conjonctivite 

Uveite 

+ 

Conjonctivite 

Conjonctivite 

Conjonctivite 

Uveite 

Cecite (atrophie 
optique) 

FMF : fievre mediterraneenne familiale ; TRAPS : le syndrome TNF receptor associated periodic syndrome ; MKD : 
MWS : syndrome de Muckle-Wells. 

deficit partiel en mevalonate kinase; UFF : urticaire familiale au froid ; 
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[46,48,50]. Pour les MKD, une serie retrospective franco- 
beige ayant repris les donnees concernant 50 patients, il 
a ete mis en evidence un nombre important d ’infections 
severes ou recurrentes (27% des patients). II est a noter que 
trois patients presentaient une hypogammaglobulinemie et 
ce alors qu’ils ne recevaient pas d’immunosuppresseurs ou 
de corticoides [46]. 

Marqueurs biologiques 
Marqueurs non specifiques 

Les anomalies retrouvees dans ces maladies sont, lors 
des acces aigus, une augmentation des marqueurs de 
I’inflammation : CRP, fibrinogene, VS, haptoglobine ainsi 
qu’une hypergammaglobulinemie polyclonale liee a la 
stimulation de la synthese des gammaglobulines par les cyto- 
kines pro-inflammatoires. II existe egalement des anomalies 
de la numeration avec en particulier une hyperleucocy- 
tose a polynucleaires neutrophiles et en cas de syndrome 
inflammatoire plus prolonge : anemie, thrombocytose. Si ces 
anomalies se corrigent entre les acces, elles peuvent nean- 
moins persister a un taux inferieur [44]. 

Marqueurs plus specifiques 

Ces marqueurs sont comme suit : 

• le serum amyloide A (SAA) est une proteine de la phase 
aigue de I’inflammation synthetisee et secretee par le foie 
apres stimulation par les cytokines pro-inflammatoires 
telles que l’IL-1, l’IL-6, le TNF-a. Son extremite N ter- 
minale peut se deposer sur differents organes sous forme 
de fibrilles amyloides conduisant au developpement d’une 
amylose AA. Cette proteine n’est pas specifique des 
maladies auto-inflammatoires mais elle est utilisee fre- 
quemment dans le suivi de ces patients car elle constitue 
un parametre utile a devaluation de I’activite clinique et 
de la reponse au traitement. Des concentrations elevees 
sont associees a un risque de depot amyloide [44] ; 

• la proteine S100A12 (ou calgranuline C) est une pro- 
teine secretee par les polynucleaires neutrophiles. II a 
ete demontre que les taux seriques de cette proteine 
sont extremement eleves en cas d’arthrite chronique 
juvenile et de FMF en poussee pouvant constituer un argu- 
ment diagnostic pour ces maladies (un taux superieur a 
1400ng/mL permet de distinguer une arthrite chronique 
juvenile d’une infection systemique avec une sensibilite 
de 66% et une specificite de 94%) [51]. Par ailleurs, les 
taux de S100A12sont correles a I’activite clinique de la 
maladie et a la reponse au traitement [44,52] ; 

• recepteur soluble du TNF : celui-ci est abaisse (< 1 ng/mL) 
chez les patients atteints de TRAPS [44] ; 

• Ig D seriques : dans les MKD, il peut exister une elevation 
des Ig D seriques. Mais ce marqueur peut, d’une part, faire 
defaut dans d’authentiques MKD et, d’autre part, etre 
eleve dans d’autres maladies auto-inflammatoires (FMF, 
TRAPS) ainsi que dans des maladies neoplasiques et infec- 
tieuses. [ 53 ]. Une augmentation polyclonale des IgA est 
signalee chez 80% des patients suivis pour un MKD [47] ; 

• dosages enzymatiques : en cas de MKD on observe une 
diminution de I’activite de la MKD et la presence d’acide 
mevalonique dans les urines au decours des acces [49] ; 


• une fois le diagnostic evoque devant I’existence de mani- 
festations inflammatoires recurrentes chez un adulte 
jeune ayant d’autres membres de la famille presentant 
des signes semblables, la confirmation diagnostique de ces 
differentes entites requiert une analyse genetique [ 49 ]. 
L’identification de deux alleles parentaux mutes (homo- 
zygotie ou heterozygotie composite) pour les maladies 
recessives (FMF, MKD) ou d’une mutation heterozygote 
pour les maladies dominantes va permettre la confirma- 
tion du diagnostic. Toutefois, il convient de souligner que 
le diagnostic genetique ne permet pas de porter un dia- 
gnostic de certitude chez tous les patients (celui-ci n’est 
possible que chez 80% des patients atteints de FMF, 50 a 
90 % des patients atteints de cryopyrinopathies) car toutes 
les mutations ne sont pas encore identifies a ce jour 
[ 52 , 54 ]. 

Conclusion 

Bien qu’il n’existe pas a ce jour de marqueur biologique 
pathognomonique des differentes entites diagnostiques res- 
ponsables des fievres prolongees inexpliquees, il est acquis 
que des progres notables ont ete realises ces dernieres 
decennies dans differents domaines de la biologie : 

• marqueurs biochimiques : plus sensibles, plus specifiques, 
a cinetique rapide (PCT) ; 

• renouveau d’interet pour de vieux marqueurs : eosinope- 
nie ; 

• developpement des techniques de biologie moleculaire en 
microbiologie ; 

• dans le domaine des maladies auto-inflammatoires, de 
nouvelles mutations genetiques continuent d’etre iden- 
tifiees. Celles-ci permettent de poser plus de diagnostics 
avec certitude et de beneficier d’une meilleure compre- 
hension de ces maladies. De nouveaux marqueurs de 
suivi de ces maladies (proteine S100A12) sont en cours 
devaluation. 
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Resume Dans les zones de haute prevalence tuberculeuse, les pleuresies tuberculeuses consti- 
tuent la premiere etiologie des pleuresies sero-fibrineuses. De nombreux biomarqueurs, dont 
la determination de I’activite adenosine desaminase pleurale, ont ete propose pour aider au 
diagnostic de cette entite clinique et palier les limites des outils diagnostics classiques (examen 
direct, culture. . .). Bien que de nombreuses etudes aient demontre I’interet de la determina- 
tion de I’activite adenosine desaminase pleurale, ce marqueur reste assez meconnu. L’objectif 
de cet article est de rappeler son interet en axant notre propos sur les pays a forte prevalence 
tuberculeuse. 
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Summary Tuberculous pleurisy (TP) is one of the most common aetiologies of lymphocytic 
predominant pleural effusion in tuberculous endemic areas. Its definitive diagnosis depends on 
isolation of Mycobacterium tuberculosis in the pleural effusion or pleural tissue, but mycobac- 
terial culture requires weeks to obtain the results and exhibits poor performances. Also various 
biomarkers, including pleural adenosine deaminase activity (ADA), have been proposed to assist 
the diagnosis of TP. Many studies have investigated the usefulness of this biomarker for the early 
diagnosis of TP. Measurement of ADA in pleural effusion is thus likely to be a useful diagnosis 
tool for TP. 
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Introduction 

Les pleuresies constituent, apres la tuberculose pulmo- 
naire, I’une des manifestations les plus frequentes de 
la tuberculose. On estime que pres de 5% des patients 
souffrant d’une tuberculose presenteront un epanchement 
pleural au cours de leur maladie. Dans les zones a forte 
prevalence, les pleuresies tuberculeuses constituent la pre- 
miere etiologie des pleuresies sero-fibrineuses [1], Dans ces 
zones, le diagnostic des pleuresies tuberculeuses est le plus 
souvent presomptif et aboutit a I’instauration d’un trai- 
tement antituberculeux probabiliste [2]. Cette demarche 
repose essentiellement sur des arguments epidemiolo- 
giques, anamnestiques et cliniques du fait de I’accessibilite 
reduite aux outils diagnostiques, ces derniers presentant 
par ailleurs des performances diagnostiques assez faibles. 
Depuis plus d’une trentaine d’annees, I’interet de la deter- 
mination de I’activite adenosine pleurale (ADA) dans le 
diagnostic des pleuresies tuberculeuses mais aussi dans 
d’autres manifestations tuberculeuses extrapulmonaires 
(meningites, pericardites, peritonites) a ete souligne par de 
nombreuses etudes [3], Differentes conferences de consen- 
sus mentionnent ce test, sans recommander toutefois son 
utilisation en routine dans le diagnostic des pleuresies tuber- 
culeuses [4—6]. Ce test restant assez meconnu, I’objectif de 
cet article est de rappeler son interet dans le diagnostic des 
pleuresies tuberculeuses en axant notre propos sur les pays 
a forte prevalence tuberculeuse. 

Adenosine desaminase: rappels 
physiologiques et methodologiques 

L’adenosine desaminase (adenosine aminohydrolase, EC 
3. 5. 4. 4) est une enzyme cle du metabolisme des purines. Sa 
fonction principale est de reguler la concentration intracel- 
lulaire en adenosine et desoxyadenosine en catalysant leur 
desamination respective en inosine et desoxyinosine qui est 
necessaire a I’activation et a la proliferation lymphocytaire 
et monocytaire, celles-ci etant inhibees par des concentra- 
tions trap elevees en adenosine. Le deficit genetique en 
adenosine desaminase (OMIM 120700) est ainsi responsable 
d’une immunodeficience combinee severe liee a un hypo- 
fonctionnement des lymphocytes B et T [7]. 

L’activite ADA resulte de I’action de deux isoenzymes: 
l’ADA-1 et l’ADA-2. L’ADA-1 est exprimee dans toutes les cel- 
lules de I’organisme, avec une activite plus elevee dans 
les lymphocytes et les monocytes. L’ADA-2 n’est exprimee 
que dans les cellules de la lignee monocytaire. Ces deux 
isoenzymes se differencient par des caracteristiques bio- 
chimiques (pHi, constante de Michaelis-Menten, affinite 
relative a differents substrats et inhibiteurs) mises a profit 
pour les differencier. 

Differentes methodes de determination de I’activite 
ADA sont decrites dans la litterature [8—10]. La methode 
historique de Giusti [8] reste la plus utilisee, ce 
qui permet une certaine uniformite des resultats au 
niveau international et leur comparaison. Cette technique 
manuelle, simple et peu couteuse permet la determina- 
tion de I’activite ADA totale (ADA-1 + ADA-2). Une de ses 
variantes permet une determination de I’activite ADA- 
2 apres ajout d’un inhibiteur specifique de l’ADA-1, I’EHNA 


(erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenine) [11]. Recemment, 
des techniques automatisees sont apparues sur le mar- 
che. Adaptables sur differents systemes, mais beaucoup 
plus couteuses, elles possedent des performances analy- 
tiques superieures a celle de la methode historique de 
Giutsi (en termes de repetabilite, reproductibilite, temps 
analytique) [12]. Cependant, I’heterogeneite des resultats 
obtenus avec ces techniques rend impossible une comparai- 
son inter-laboratoire des resultats [13]. 

Les prelevements biologiques pour determination de 
I’activite ADA doivent etre recueillis sur tube sec et conser- 
ves a +4 C si I’analyse est effectuee dans les 15 jours ou 
a -20 °C pour des delais superieurs. Une conservation a 
temperature ambiante est a eviter, une decroissance de 
I’activite ADA etant observee au cours du temps. Differentes 
solutions de conservation ont ete proposees pour permettre 
une conservation prolongee des echantillons a temperature 
ambiante [14,15]. Toutefois, dans notre experience, elles se 
revelent inefficaces a des temperatures ambiantes elevees 
(>37°C), situation frequemment observee dans les pays a 
forte prevalence de tuberculose [16]. 

Variations de I’activite ADA pleurale au cours 
des pleuresies tuberculeuses 

Les premieres etudes sur les variations de I’activite ADA 
pleurale au cours des pleuresies tuberculeuses datent de 
la fin des annees 1970. Elles ont mis en evidence une ele- 
vation de I’activite ADA pleurale, due principalement a une 
augmentation de I’activite ADA-2. L’activite en ADA pleu- 
rale ne parait pas etre en relation avec le nombre absolu 
de lymphocytes mais plutot avec leur niveau de stimulation 
[17]. 

Suite a ces premieres observations, de nombreuses 
etudes ont ete menees afin d’evaluer I’interet diagnos- 
tique de la determination de I’activite ADA pleurale dans la 
pleuresie tuberculeuse. Leurs resultats ont fait I’objet ces 
dernieres annees de plusieurs meta-analyses [18-20]. Ces 
differentes etudes concluent a I’interet de ce parametre 
dans le diagnostic precoce des pleuresies tuberculeuses. 
Selon Liang et al. [20], pour une valeur seuil de 40 U/L, seuil 
le plus communement retenu avec la methode de Giusti, la 
sensibilite et la specificite de ce test sont d’environ 90% et 
les rapports de vraisemblance positif (L) et negatif (A.) res- 
pectivement de 9,0 et de 0,1 . Ainsi, dans les zones de forte 
prevalence, la valeur predictive positive de ce test atteint 
plus de 95% et la valeur predictive negative plus de 65% 
[20]. Le statut VIH des patients ne modifie pas ces perfor- 
mances diagnostiques, la sensibilite de ce test restant tres 
elevee meme chez des patients presentant des taux tres bas 
en lymphocytes CD 4 + [21]. Ces performances sont a rappro- 
cher de celles des autres tests biologiques mis en oeuvre 
dans le cadre du diagnostic des pleuresies tuberculeuses 
(Tableau 1). 

Les « faux-negatifs » etant rares, devant un resultat nega- 
tif chez un patient presentant une forte suspicion clinique de 
pleuresie tuberculeuse, une repetition de la determination 
de I’activite ADA pleurale sur un second prelevement effec- 
tue a quelques jours de distance est recommandee [23]. 

Les «faux-positifs» sont principalement observes au 
cours des empyemes. Ces entites cliniques sont cependant 
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Tableau 1 Performances diagnostiques de differents tests biologiques dans le diagnostic de la pleuresie tuberculeuse [22]. 



Sensibilite (%) 

Specificite (%) 

Delai d’obtention du resultat 

Cout 

Examen direct du liquide pleural 
(coloration de Zhiel-Nielsen) 

~ 5 

~ 95 

< 1 journee 

+ 

Culture du liquide pleural* 

Sur milieu de Lowestein-Jensen 

12-43 

~ 95 

3— 5semaines 

+ + 

En milieu liquide (type BACTEC ou 

BBL MG IT) 

24-75 

~ 95 

3— 5semaines 

+ + 

Techniques d’ amplification genique 

62-77 

91-97 

< 1 journee 

+ + + 


a La sensibilite de la culture du liquide pleural est accrue chez les sujets seropositifs. 


aisement distinguables des pleuresies tuberculeuses tant 
sur le plan clinique que biologique. Beaucoup plus rare- 
ment, une elevation de I’activite ADA pleurale peut etre 
observee dans des pleuresies lymphocytaires non tubercu- 
leuses telles que les pleuresies cancereuses (en particulier 
au cours des lymphomes), les pleuresies au cours des infec- 
tions a Brucella spp. ou a Coxiella burnetii ou les pleuresies 
au cours des maladies de systeme (pleuresie rhumatoi'de 
ou pleuresie lupique). Le contexte clinique et les examens 
complementaires (scanner thoracique, bilan auto-immun), 
s’ils sont accessibles, permettent dans la grande majo- 
rity de cas d’effectuer le diagnostic differentiel. De plus, 
I’elevation de I’activite ADA pleurale au cours des pleuresies 
tuberculeuses reste generalement moderee. Des activites 
tres elevees (>250U/L) sont principalement observees au 
cours des empyemes et des pleuresies cancereuses [22,24]. 

L’interet de la determination des activites pleurales des 
differentes isoformes de I’ADA a fait I’objet de quelques 
travaux [25-27]. Ceux-ci ont conclu a des performances 
diagnostiques superieures ou egales a celles de I’activite 
ADA pleurale totale. Ces resultats, obtenus sur un nombre 


limite de patients, doivent cependant etre confirmes par des 
etudes a plus large echelle. 

Activite ADA pleurale et scores diagnostiques 

Plusieurs scores diagnostiques integrant I’activite ADA pleu- 
rale sont proposes dans la litterature. Plus ou moins faciles 
d’utilisation, ils associent donnees demographiques (age du 
patient), biologiques (ADA pleurale, LDH pleurales, protides 
pleuraux. ..) et cliniques (temperature, duree des symp- 
tomes). 

Le score propose par Porcel et Vives en 2003 repose sur 
une combinaison de 4 parametres (age du patient, tempera- 
ture, ADA et hematies pleurales) ponderes par un coefficient 
allant de la 5 (Tableau 2). De mise en oeuvre facile, il 
est associe a de tres bonnes performances diagnostiques 
(Se: 0,95, Sp: 0,94, L: 15,8, X: 0,05). II est interessant de 
souligner qu’une activite ADA pleurale superieure a 40U/L 
permet a elle seule de poser le diagnostic de pleuresie tuber- 
culeuse avec ce score [28]. 



Figure 1 Arbre decisionnel pour le diagnostic differentiel des pleuresies tuberculeuses et cancereuses. 

Adapte de [29]. 
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Suspicion Clinique de pleuresie tuberculeuse 

Ponction pleurale 

Pleuresie lymphocytaire avec 
examen cytologique negatif 



Pleuresie non-tuberculeuse 
poursuite des investigations 


Figure 2 Place de la determination de I’activite adenosine desaminase pleurale dans le diagnostic des pleuresies tuberculeuses 
dans les pays a haute incidence tuberculeuse. 

Adapte de [22]. 


Plus recemment, le meme auteur a propose un arbre 
decisionnel combinant 4parametres (age du patient, tem- 
perature, ADA et LDH pleurales) (Fig. 1). Ayant fait I’objet 
d’une validation sur une cohorte de patients independante, 
cette demarche diagnostique presente des performances 
diagnostiques legerement inferieures au premier score pour 
exclure le diagnostic de pleuresie tuberculeuse (Se: 0,85, 
Sp: 0,97, L: 28,3, A: 0,15) [29], 

Integration de la determination de I’activite 
ADA pleurale dans la demarche diagnostique 
d’une pleuresie supposee tuberculeuse 

Dans les pays a forte prevalence tuberculeuse, face a une 
pleuresie lymphocytaire, la determination de I’activite ADA 
pleurale peut constituer un test de premiere intention pour 
exclure ou retenir le diagnostic de pleuresie tuberculeuse. 
Un resultat positif (|ADA| >40U/L, methode Giusti) permet 
de poser le diagnostic de pleuresie tuberculeuse du fait 
de son excellente valeur predictive positive (VPP>95%). A 
I’inverse, un resultat negatif doit entrainer une poursuite 
de ^investigation etiologique selon les conditions decrites 
precedemment. La determination de I’activite ADA pleu- 
rale permettrait de limiter ainsi le nombre de traitement 
antituberculeux probabiliste. Par ailleurs, elle permettrait 


Tableau 2 Systeme de score pour le diagnostic des pleu- 
resies tuberculeuses [28]. 

Parametres 

Coefficient de 
ponderation 

Activite adenosine pleurale 
(ADA) > 40 U/L (technique Giusti) 

5 

Age< 35ans 

2 

Temperature > 37,8 °C 

2 

Hematies pleurales < 5, 10 9 /mm 3 

1 


Pleuresie tuberculeuse si score >5 (Se : 0,95, Sp: 0,94, L: 15,8, 
A: 0,05). 


de restreindre aux seuls patients positifs les investigations 
bacteriologiques complementaires (cultures bacteriennes et 
antibiogrammes), diminuant ainsi les ressources necessaires 

(Fig. 2). 


Conclusions 

La determination de I’activite adenosine desaminase pleu- 
rale constitue un outil interessant et peu onereux pour le 
diagnostic des pleuresies tuberculeuses. Ce parametre pos- 
sede des performances diagnostiques superieures a celles 
des autres tests biologiques classiquement utilises pour le 
diagnostic des pleuresies tuberculeuses. Sa mise en oeuvre 
permet de conforter I’hypothese diagnostique en cas de 
positivite (ADA>40U/L, technique Giusti) et d’instaurer un 
traitement antituberculeux. Tout resultat positif doit etre 
suivi dans la mesure du possible par la realisation de cultures 
bacteriennes afin de pouvoir etudier par la suite la sensibi- 
lite de la souche tuberculeuse aux antibiotiques. 
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Summary Plasma cell leukemia is a rare lymphoproliferative disorder characterized by mali- 
gnant proliferation of plasma cells in bone marrow and peripheral blood. It is primitive (in 60% 
of cases) or secondary complicating of multiple myeloma. In this context, we report a case 
diagnosed in Farhat-Hached Hospital in Sousse (Tunisia) of multiple myeloma transformed into 
plasma cell leukemia with an extra-osseous location. Leukemic transformation of multiple mye- 
loma is rare and should be sought since it changes the prognosis of the disease. On the occasion 
of this observation, we emphasize the importance of careful cytological smear of blood for 
patients with multiple myeloma during the monitoring of chemotherapy. 

© 201 3 Published by Elsevier Masson SAS. 

Resume La leucemie a plasmocytes est un desordre lymphoproliferatif rare caracterise par 
la proliferation maligne de plasmocytes dans la moelle osseuse et le sang peripherique. Elle 
peut etre primitive (dans 60% des cas) ou secondaire compliquant un myelome multiple connu. 
Dans ce contexte, nous rapportons une observation diagnostiquee a I’hopital Farhat-Hached de 
Sousse (Tunisie) de myelome multiple transforme en leucemie a plasmocytes avec une locali- 
sation extra-osseuse. La transformation leucemique d’un myelome multiple est rare et merite 
d’etre recherchee etant donne qu’elle change le pronostic de la maladie. A I’occasion de cette 
observation, nous insistons sur I’importance de I’examen cytologique minutieux du frottis de 
sang pour les patients atteints de myelome multiple lors du suivi sous chimiotherapie. 
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Introduction 

La leucemie a plasmocytes (LP) est une proliferation maligne 
des cellules plasmocytaires definie par la presence de plus 
de 20% de plasmocytes dans la formule sanguine et un 
nombre absolu superieur a 2 x 10 9 /L dans le sang circulant 
[1,2]. On distingue deux formes : la forme primitive (60% des 
cas) survenant de novo chez des patients sans myelome mul- 
tiple (MM) preexistant et diagnostiquee d’emblee par une 
phase leucemique revelant un myelome jusque-la meconnu 
et la forme secondaire (40% des cas) consiste en la trans- 
formation leucemique d’un MM deja connu [2-4]. L’interet 
du travail est de montrer I’importance de I’examen cytolo- 
gique du sang dans la surveillance et le suivi d’un MM en vue 
de diagnostiquer le plus precocement possible une evolution 
vers une LP. 

Observation 

Un homme de 53ans consulte en rhumatologie pour 
I’exploration de lombosciatique gauche associee a des 
lesions osteolytiques. A la radiologie, de multiples lesions 
a I’emporte-piece ont ete observees. La biopsie des lesions 
dorsales a montre une infiltration plasmocytaire a expres- 
sion monoclonale Kappa confirmee par un myelogramme 
infiltre de 30% de plasmocytes avec des signes de dys- 
trophie. L’ electrophorese des proteines (EPP) sanguines et 
I’immunofixation ont permis de conclure a un myelome a 
chaine legere Kappa (1,55g/L) et une hypogammaglobuli- 
nemie (Fig. 1). Les resultats biochimiques n’ont objective 
aucune atteinte hepatique ni renale mais une LDH a 
323UI/L. Le caryotype a montre plusieurs anomalies cytoge- 
netiques: 46, XY, del(1)(q21), add(8)p(23), add(14)(q32) et 
add(21 )(p1 1 ). Le diagnostic de MM type III A a chaTne legere 


Electrophorese Ca pi I la ire des proteines seriques 



Nom % Normales % g/L Normales g/L 


Albumine 
Alpha 1 
Alpha 2 
Beta 1 
Beta 2 
Gamma 


59,4 
7,7 > 
16,2 > 
5,6 
5,2 

5,9 < 


55,8 - 66,1 
2,9- 4,9 

7.1 - 11,8 
4,7- 7,2 

3.2 - 6,5 
11,1 - 18,8 


33,86 40,20 - 47,60 

4,39 2,10 - 3,50 

9,23 5,10 - 8,50 

3,19 3,40 - 5,20 

2,96 2,30-4,70 

rX36jK 8,00 - 13,50 


Figure 1 Profil electrophoretique (electrophorese capillaire 
des proteines serique). 


Kappa a ete retenu. Un traitement par I’association thalido- 
mide et dexamethasone a ete debute. Le patient consulte 
apres quelques mois pour gingivorragies et des douleurs 
osseuses. Une numeration formule sanguine (NFS) a ete faite 
et a permis de poser le diagnostic de LP : une plasmocytose 
superieure a 20% (GB : 6400 dont 8% plasmocytes et 26% de 
plasmoblastes (Fig. 2) associee a une anemie normochrome 
normocytaire (Hemoglobine a 8,5g/dL) et une thrombope- 
nie a 20000/mm 3 . Le myelogramme, fait le jour meme, 
a montre une infiltration plasmocytaire: 72% de plasmo- 
cytes et plasmoblastes. Le caryotype a montre la presence 
d’un clone pathologique avec des anomalies de structure des 
chromosomes: 1, 5, 8, 14, 15 et 21. LeMMaevolue en LP au 
bout de 6 mois de traitement par la dexamethasone et thali- 
domide. L’association VAD et thalidomide a ete debutee en 
vue d’une autogreffe de cellules souches peripheriques. Le 
suivi regulier de la formule sanguine et le myelogramme a 
montre une diminution significative de la plasmocytose et 
une normalisation de I’anemie et la thrombopenie. Apres 
trois mois de la nouvelle association, alors que la LP est 
en remission complete, la decouverte d’une tumefaction 
cervicale a objective un plasmocytome extra-osseux (30% 
de cellules blastiques). L’apparition d’un plasmocytome a 
necessite la poursuite du traitement. Le patient est decede 
avant son transfert pour la greffe de moelle. 

Discussion 

La LP est une forme rare et gravissime du MM. Elle resulte 
d’une proliferation monoclonale de cellules plasmocytaires 
secretantes [1,2]. Notre patient fait partie des malades 
atteints de MM ayant developpe une LP. En effet, la LP est 
consideree comme etant une forme atypique et agressive du 
MM. Elle se distingue du MM par ses particularites cliniques 
et biologiques, son evolution tres rapide et son mauvais pro- 
nostic. L’incidence de la LP est de 2,6—4% pour les patients 
atteints de MM et 12% pour ceux atteints de MM avec forte 
masse tumorale [3,4]. Sur le plan physiopathologique, il a 
ete demontre que de nombreuses mutations sur les genes 
codant pour les molecules d’adhesion (CD56, N-CAM, l-CAM, 
LFA . . .) entrainent une perte de I’affinite des plasmocytes de 



Figure 2 Presence de plasmoblastes et de plasmocytes (sang, 
objectif 100-MGG). 
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la LP pour le stroma medullaire qui seraient a I’origine de 
leur passage extramedullaire [5,6]. 

La LP comporte une presentation clinique classique 
associant asthenie, douleurs osseuses, syndrome anemique 
et hemorragique. Cependant, le tableau est plus agres- 
sif que celui du MM avec une plus grande frequence des 
atteintes extramedullaires, essentiellement les atteintes 
hepatiques et spleniques, respectivement dans 52 et 40% 
des cas de LP primitive et dans moins de 20% des cas 
de LP secondaire. Des atteintes ganglionnaires, pleuro- 
pulmonaires, digestives et des muscles squelettiques, des 
testicules et de la peau sont egalement rapportees [1,4,7]. 
La frequence des lesions osseuses lytiques est plus faible 
(40—60%) que dans le MM [8]. Les anomalies biologiques 
les plus frequentes sont I’anemie et la thrombopenie. 
L’anemie est habituellement severe (Hb < 8,5 g/dL) et le plus 
souvent de type normocytaire normochrome. Elle est retrou- 
vee dans 50% des cas [8]. La thrombopenie (nombre de 
plaquettes inferieur a 100G/L), rare dans le MM au dia- 
gnostic, est presente chez plus que la moitie des patients 
atteints de LP [1], Ces cytopenies sanguines sont secon- 
daires a I’effet suppresseur de cytokines, liberes par les 
cellules NK, sur les precurseurs myeloi'des. Le nombre 
de plasmocytes sanguins depasse 2x 10 9 /L par definition, 
avec des valeurs allant jusqu’a 100 x 10 9 /L. Le myelo- 
gramme est nettement infiltre (valeurs moyennes de 76 a 
83%) par des plasmocytes. Les plasmocytes sont classi- 
quement bien differences avec un noyau excentre, un 
cytoplasme fortement basophile et une zone claire para- 
nucleaire. Des plasmocytes dystrophiques sont egalement 
souvent presents (cytoplasme flamme, vacuoles, inclusions 
cytoplasmiques, multinuclearite, contours irreguliers, bour- 
geonnements, noyau peu excentre, chromatine, presence 
de nucleoles). L’hypercalcemie et I’insuffisance renale sont 
plus frequentes dans la LP que dans le MM avec des fre- 
quences de 40 a 50% selon les series publiees. Un taux 
serique eleve de la b2-microglobuline, reflet de la masse 
tumorale, est retrouve dans 65% des cas de LP. Le LDH 
serique, facteur de pronostic pejoratif, est augmente dans 
48% des cas de LP. Un pic monoclonal serique ou urinaire est 
souvent detecte chez les patients atteints de LP mais des cas 
de LP non secretantes ont ete rapportes dans la litterature 
[1,4]. 

Les plasmocytes de la LP presentent un immunopheno- 
type proche de celui du MM avec une hyperexpression des 
antigenes de surface CD38et CD138. L’absence d’expression 
du CD56sur les plasmocytes tumoraux a ete consideree 
comme la signature d’une LP. Le profit des plasmocytes 
de la LP est done CD38+, CD56±, CD19— . L’ expression de 
Fas/Apol est decrite dans toutes les leucemies a plasmo- 
cytes, en particulier ceux qui sont associes a une atteinte 
extramedullaire. Le CD28, marqueur de devolution tumo- 
rale du MM, est detecte dans 92% des cas de LP secondaire 
et dans seulement 33% des LP primitives [5,9,10]. 

L’etude cytogenetique montre qu’il existe des points 
communs mais aussi des differences entre le MM et le LP. Le 
caryotype est presque toujours complexe, avec nombreux 
gains et pertes de chromosomes et diverses translocations 
(translocation 14q32) [5,11,12]. 

La prise en charge therapeutique des LP reste pour 
I’heure tres peu satisfaisante. La LP est habituelle- 
ment de tres mauvais pronostic avec des medianes de 


survie de I’ordre de 12 a 14mois pour les LP primaires et 
de deux a trois mois pour les LP secondaires. Selon les 
quelques series etudiees, le traitement par chimiotherapie 
de type melphalan— prednisone semble peu efficace (taux de 
reponse de 20 a 30 %) que les traitements par polychimiothe- 
rapie (VAD) (taux de reponse de 40 a 60%). Des traitements 
de consolidation par autogreffe, allogreffe classique ou, plus 
recemment, par allogreffes a conditionnement attenue, 
sont proposes dans la litterature aux patients repondeurs 
[5,13]. 

Conclusion 

La LP est une complication de mauvais pronostic surtout 
si le MM est a chaTne legere et si la masse tumorale est 
faite essentiellement de plasmoblastes et de plasmocytes 
dystrophiques. Les anomalies biologiques et cytogenetiques 
impliquent une resistance aux traitements et un envahisse- 
ment sanguin et extra-osseux de la plasmocytose conferant a 
cette forme un sombre pronostic et une mediane de survie 
de 28 mois. Par consequent, I’interet de I’examen cytolo- 
gique du frottis sanguin et des cytoponctions ganglionnaires 
est primordial dans le suivi du MM. II permet de diagnosti- 
quer le plus precocement possible une infiltration sanguine, 
ainsi que devolution vers un plasmocytome. 

Declaration d’interets 

Les auteurs declarent ne pas avoir de conflits d’interets en 
relation avec cet article. 

References 

[1] Guieze R, Moreau S, Dupire S, Coiteux V, Facon T, Leleu X. La 
leucemie a plasmocytes. Hematologie 2005; 1 1 (3):21 7 — 25. 

[2] Manier S, Leleu X. Myelome multiple : diagnostic cli- 
nique et perspective de traitement. Recommandations de 
l’ International Myeloma Working Group (IMWG). Immuno- 
analyse et biologie specialisee 2011;26:125-36. 

[3] Jurczyszyn A, Zawirska D, Skotnicki AB. Plasma cell leukemia: 
a highly aggressive monoclonal gammopathy with a very poor 
prognosis. Przegl Lek 2011;68:320-5. 

[4] Messaoudia N, Chakoura M, El Ktaibib A, Tagjdida R, Belmekkia 
A, Mbarek N. Leucemie a plasmocytes primitive: une forme 
rare de leucemie et de proliferation plasmocytaire. Revue 
Francophone des Laboratoires 2009;416:7-10. 

[5] Rodriguez C, Pont JC, Gouin-Thibault I, Andrieu AG, Molina T, 
Le Tourneau A, et al. La leucemie a plasmocytes. Ann Biol Clin 
2005;63(5):535— 9. 

[6] Costello R, Chai'bi P, Rousselot P. La leucemie a plasmocytes, 
une forme particuliere du myelome multiple. Hematologie 
1996;2:296-300. 

[7] Costello R, Sainty D, Bouabdallah R, Fermand JP, Delmer A, 
Divine M. Primary plasma cell leukaemia: a report of 18 cases. 
LeukRes 2001;25:103-7. 

[8] Garcia-Sanz R, Orfao A, Gonzalez M, Tabernero MD, Blade J, 
Moro MJ. Primary plasma cell leukemia: clinical, immunophe- 
notypic, DNA ploidy, and cytogenetic characteristics. Blood 
1999;93:1032-7. 

[9] Alonso ML, Rubiol E, Mateu R, Estivill C, Bellido M, Balmana J. 
cCD79a expression in a case of plasma cell leukemia. Leuk Res 
1998;22:649-53. 


La leucemie a plasmocytes: a propos d’un cas 


361 


[10] Hata H, Matsuzaki H, Takeya M, Yoshida M, Sonoki T, Naga- 
saki A, et al. Expression of Fas/Apo-1 (CD95) and apoptosis 
in tumor cells from patients with plasma cell disorders. Blood 
1995;86:1939-45. 

[11] Avet-Loiseau H, Daviet A, Brigaudeau C, Callet-Bauchu E, Terre 
C, Lafage-Pochitaloff M, et al. Cytogenetic, interphase, and 
multicolor fluorescence in situ hybridization analyses in pri- 
mary plasma cell leukemia: a study of 40 patients at diagnosis, 
on behalf of the intergroupe francophone du myelome and 


the groupe francais de cytogenetique hematologique. Blood 
2001;97:822-5. 

[12] Chombart B, Gagneux Lemoussu L, Eschard JP, Ackah Mie- 
zan S, Novella JL, Brochot P, et al. Facteurs pronostiques 
du myelome utilisables en pratique courante : suivi sur dix 
ans de 148malades ages de plus de 55ans. Rev Rhum 
2005;72:1299-305. 

[13] Azais I, Brault R, Debiais F. Nouvelles therapies du myelome. 
Rev Rhum 2010;77:21-7. 


Immuno-analyse et biologie specialisee (2013) 28, 362-365 



ELSEVIER 

MASSON 


Disponible en ligne sur 

SciVerse ScienceDirect 

www.sciencedirect.com 


Elsevier Masson France 


EM con suite 


www.em-consulte.com 



CAS CLINIQUES 

La carence maternelle en vitamine B12 : 
quelles consequences pour le nouveau-ne? 
A propos d’un cas marocain 

Maternal vitamin B12 deficiency: What consequences for the 
newborn? About Moroccan case 



CrossMark 


S. Elmachtani Idrissi a , N. El Omri b ’*, R. El Jaoudi c , F. Chibani 3 , 
A. Biaze a , A. Dami a , S. Bouhsain 3 , Z. Ouzzif 3 , L. Chabraoui d 


a Service de biochimie, hopital militaire Mohammed V, Rabat, Maroc 
b Service de medecine interne B, hopital militaire d’ instruction Mohammed V, Rabat, Maroc 
c Service de pharmacologie et toxicologie, faculte de medecine et de pharmacie de Rabat, Rabat, Maroc 
d Laboratoire de biochimie et de biologie moleculaire, faculte de medecine et de pharmacie de Rabat, 
Rabat, Maroc 

Recu le 1 er juin 2013 ; accepte le 24 juin 2013 


KEYWORDS Summary The stock of newborn vitamin B12 (VitBI 2) comes exclusively from placental trans- 

Vitamin B12 fer. After dietary diversification, the VitBI 2 is provided by foods of animal origin. The aim of this 

deficiency; observation is to point out the serious consequences of maternal VitBI 2 deficiency for infants 

Pernicious anemia; exclusively breastfed and the importance of early diagnosis of this pathology. This observation 

Cobalamin; is a concrete feature of daily collaboration between clinician and biologist, which is an essential 

Hemolysis; point of the ISO standard EN 15189 concerning laboratories accreditation. 

Breastfeeding; © 201 3 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Thrombotic 

microangiopathy 


* Auteur correspondant. 

Adresses e-mail : elmactaniidrissi@yahoo.fr (S. Elmachtani Idrissi), elomri_nawal@yahoo.fr (N. El Omri), eljaoudi_rachid@yahoo.fr 
(R. El Jaoudi), chibani28@yahoo.fr (F. Chibani), biaze@yahoo.fr (A. Biaze), abdami@yahoo.fr (A. Dami), bouhsain1@yahoo.fr (S. Bouhsain), 
ouzzifadil@yahoo.fr (Z. Ouzzif), l.chabraoui@yahoo.fr (L. Chabraoui). 

0923-2532/$ - see front matter © 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 

http://dx.doi.Org/10.1016/j.immbio.2013.06.002 



La carence maternelle en vitamine B12 


363 


MOTS CLES 

Deficit en vitamine 
B12 ; 

Anemie de biermer ; 
Cobalamine ; 
Hemolyse ; 
Allaitement 
maternel ; 
Microangiopathie 


Resume Le stock en vitamine B12 (VitBI 2) du nouveau-ne provient exclusivement du trans- 
fer placentaire. Apres la diversification alimentaire, la VitB12est apportee par les aliments 
d’origine animate. L’objectifde notre observation est de faire le point sur les consequences 
gravissimes de la carence maternelle en VitBI 2 pour le nourrisson nourri exclusivement au sein 
ainsi que I’importance du diagnostic precoce de cette pathologie. Cette observation est un 
exemple concret de collaboration clinicien-biologiste, permettant le respect de la norme ISO 
EN 151 89 sur ^accreditation des laboratoires. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Observation 

II s’agissait d’un nourrisson de sept mois, fils unique, admis 
pour exploration d’un ictere, il etait issu d’une grossesse 
bien suivie menee a terme avec accouchement medicalise, 
bien vaccine selon le programme national d’immunisation 
et nourri exclusivement au sein. Le debut de la sympto- 
matologie remontait a I’age de deux mois par I’apparition 
de vomissements intermittents sans diarrhee, quatre mois 
plus tard il presentait un ictere isole evoluant dans un 
contexte d’apyrexie et de conservation de I’etat general. 
L’examen clinique trouvait un nourrisson en bon etat gene- 
ral pesant 7,5 kg, apyretique, pale, presentant un ictere 
cutaneo-muqueux, il n’y avait pas de splenomegalie ni 
d’hepatomegalie et la coloration des urines et des selles 
etait normale. L’ evolution etait marquee par I’aggravation 
de son etat au cours de I’hospitalisation, avec apparition de 
troubles neurologiques a type de tremulations, d’absences 
puis de crises convulsives a repetition avec a I’examen 
une hypotonie et une regression psychomotrice ce qui avait 
necessite son transfert en reanimation. 

Au plan biologique, notre patient avait une anemie a 
6,9g/dL normochrome (CCMH : 33%) normocytaire (VGM: 
94 fl) et aregenerative (reticulocytes: 17900/mm 3 ), asso- 
ciee a une thrombopenie a 82000/mm 3 sans anomalies de la 
lignee blanche. L’ etude du frottis sanguin revelait une aniso- 
poikylocytose avec de nombreux schizocytes et I’etude de 
la moelle par aspiration au niveau du tibia n’etait pas 
concluante. 

La bilirubinemie etait a 50mg/L faite essentiellement 
de bilirubine libre (41 mg/L), I’haptoglobine etait effon- 
dree inferieure a 0,2 g/L et les LDH tres augmentees a 
3200 Ul/L ce qui confirme le caractere hemolytique de 
I’anemie. Le bilan etiologique de I’hemolyse etait negatif 
(electrophorese de I’hemoglobine, test de Coombs, resis- 
tance globulaire et dosages d’enzymes erythrocytaires a 
savoir la glucose 6 phosphate deshydrogenase et la pyruvate 
kinase). 

Devant I’association de I’hemolyse a la thrombopenie une 
microangiopathie thrombotique (MAT) etait evoquee malgre 
une fonction renale conservee (uree: 0, 1 8 g/L ; creatinine: 
3 mg/L). La mesure de I’activite de la protease du facteur 
Willebrand (ADAMTS13) etait a 91 % avec un intervalle de 
reference (IR) de 50—150% et la fraction C3du complement 
etait normale. 


Le reste du bilan biologique etait sans anoma- 
lies (glycemie : 1,01 g/L; ferritinemie : 79ng/mL; bilan 
d’hemostase et serologies virales HVB, HVC, VIH). 

L’echographie abdominale etait normale, I’echographie 
transfontanellaire montrait un aspect d’hygroma sous-dural 
frontal minime sans anomalies associee et la radiographie 
des deux avants bras et des poignets de face montrait une 
mineralisation normale de la trame osseuse avec un age 
osseux estime a un an selon I’Atlas de Greulich et Pyle. 
La fibroscopie gastrique objectivait une pangastrite conges- 
tive. 

Devant I’apparition des signes neurologiques, une IRM 
cerebrale etait realisee montrant une atrophie cortico- 
souscorticale diffuse avec des anomalies de signal des 
noyaux caudes s’etendant vers les noyaux lenticulaires et 
en para-ventriculaires plaidant en faveur d’une anomalie 
metabolique ou congenitale. Les investigations ont ete 
orientees vers le metabolisme de la vitamine B12 (VitBI 2) 
revelant un taux effondre de VitBI 2 a 64pmol/L (IR: 
141a 489pmol/L) et de methionine a 5p,mol/L (IR: 19a 
31 |jimol/L) avec une augmentation de I’homocysteine 
serique a 3p,mol/L (IR<2pmol/L) et de I’acide methylma- 
lonique (AMM) urinaire a 485,25 p,mol/mmol de creatinine 
(IR < 2 |jimol/mmol). 

Le bilan biologique de la maman n’avait pas montre 
d’anemie (Hb: 12,5 g/dL) ni de macrocytose (VGM: 83 fl) 
mais la VitB12etait effondree avec presence d’anticorps 
anti-cellules parietales en faveur d’une maladie de Biermer 
d’autant plus que la fibroscopie digestive avait montre une 
gastrite atrophique. 

Le diagnostic retenu etait celui d’une anemie par 
carence en VitBI 2 due a un allaitement exclusif au sein 
chez une maman ayant une anemie de Biermer meconnue. 
Le traitement faisait appel au debut a la transfusion 
de culots globulaires vue la profondeur de I’anemie 
puis a la plasmatherapie en pensant a une MAT. Apres 
redressement du diagnostic, une vitaminotherapie a base 
d’hydroxocobalamine etait instauree a la dose de 1 mg/jour 
jusqu’a la survenue d’une crise reticulocytaire (signe 
d’efficacite du traitement) puis 1 mg/semaine jusqu’a 
correction de I’hemogramme ensuite une injection tous les 
15 jours et enfin une injection par mois qu’on a arrete apres 
une bonne diversification alimentaire a base de soupes 
enrichies en proteines animales en particular le foie de 
boeuf. Le traitement associait egalement de I’acide folique 
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a raison de 5mg/j, de la carnitine a 500mg/j et du citrate 
de la betaine a 325 mg/j. L’ evolution etait favorable et sans 
sequelles neurologiques avec un recul de sept mois. 

Discussion 

La carence en VitB12est souvent fruste ou dissociee res- 
ponsable de tableaux extremement polymorphes et de 
gravite variable. La VitB12ou cobalamine provient unique- 
ment d’aliments d’origine animale. Les besoins journaliers 
sontestimesentre 1 et2pgchezl’enfant [1]. Dans I’intestin, 
elle se lie au facteur intrinseque synthetise par les cel- 
lules parietales gastriques. Dans I’enterocyte, la vitamine 
est absorbee et ensuite liberee vers la circulation portale 
puis vers les tissus grace a un deuxieme transporteur, la 
transcobalamine II. La VitBI 2, sous sa forme reduite (cobalt 
mono- ou divalent) est un coenzyme indispensable dans deux 
reactions biochimiques (Fig. 1), la premiere est la trans- 
formation de I’homocysteine en methionine par methylation 
dans le cytoplasme, la deuxieme transforme le methylma- 
lonyl CoA en succinyl coenzyme A dans la mitochondrie 
[2]. Ces deux reactions dependantes de la cobalamine per- 
mettent de reduire les quantites de ces deux substances 
potentiellement toxiques: I’homocysteine responsable de 
lesions endotheliales vasculaires et le methylmalonate res- 
ponsable entre autre d’acidose metabolique. Ce mecanisme 
d’action des cobalamines explique chez notre patient qui 
presente un deficit en VitBI 2, la diminution de la methionine 
et I’augmentation de I’homocysteine et de I’AMM. 

La carence en VitBI 2 via I’alteration de la synthese de 
I’ADN, affecte principalement les tissus a renouvellement 
rapide. Au niveau medullaire, elle est responsable d’une 
mort cellulaire prematuree particulierement des precur- 
seurs erythroides et done d’une erythropoi'ese inefficace 
par «avortement intra medullaire », se traduisant sur 


I’hemogramme par une anemie macrocytaire tranche (VGM 
superieur a HOfl), normochrome et aregenerative avec 
megaloblastose medullaire donnant un aspect de «moelle 
bleue». Ces deux elements indispensables au diagnostic 
n’ont pas ete retrouves chez notre patient ce qui a engendre 
un retard diagnostique. En effet, I’importance du nombre de 
schizocytes, debris d’hematies de faible volume, explique 
la discretion de la macrocytose a 94 fl jugee par le VGM. 
Les anomalies du frottis sanguin sont caracteristiques : 
hematies de grande taille, anisocytose, corps de Jolly, 
deformation globulaires, avec ovalocytes, les granulocytes 
sont de grande taille avec des noyaux hypersegmentes. 
L’hemolyse intramedullaire se traduit biologiquement par 
une elevation du taux des LDH et de la bilirubine libre et 
une diminution du taux d’haptoglobine, tableau biologique 
retrouve chez notre patient. La confusion diagnostique 
etait extreme dans I’observation rapportee, en effet, 
I’association d’une thrombopenie et d’une anemie avec 
signes d’hemolyse et presence de schizocytes evoquait en 
premier lieu une MAT. En raison du caractere peripherique 
de I’hemolyse, la reticulocytose devrait etre elevee, mais 
elle etait basse chez notre patient. Dans la litterature, il est 
decrit que dans les carences vitaminiques, il peut exister 
des signes biologiques d’hemolyse avec une reticulocytose 
basse associes a des schizocytes [3]. 

Le syndrome clinique correspondant a un deficit en 
VitBI 2 chez le nourrisson a ete bien individualise depuis la 
publication de Jadhav et al. en 1962, rapportant six cas 
d’enfants Indiens [4]. Une centaine de cas de nourrissons 
carences en VitBI 2 a ete decrite dans la litterature dont 
64% de meres vegetariennes allaitantes, 24% de meres avec 
maladie de Biermer, les autres etaient lies a des pathologies 
digestives ou des carences generates [5]. 

L’apport des cobalamines au foetus se fait par voie 
transplacentaire et permet habituellement la constitution 
des reserves hepatiques neonatales pour six a huit mois. 


Vaisseau 



Figure 1 Reactions metaboliques impliquant les cobalamines. SAM : S adenosylmethionine ; SAH : S adenosylhomocysteine ; THF : 
tetrahydrofolate ; 5MTHF: 5 methyltetrahydrofolate ; 5.10MTHF: 5. 10 methylene tetrahydrofolate ; AMM: acide methylmalonique ; 
Cbl : cobalamine ; AdCbl : adenosyl cobalamine ; MeCbl : methylcobalamine ; TCI-Cbl : transcobalamine I ; TCII-Cbl : transcobalamine 
II ; MAT : microangiopathie thrombotique ; VitBI 2: vitamine B 12. 
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Les carences maternelles entrainent une diminution des 
reserves neonatales puis une decroissance progressive des 
taux dans les mois qui suivent s’il n’y a pas d’autres apports 
que le lait maternel. Ces situations decrites initialement 
chez des enfants allaites par des meres malnutries dans 
les pays en voie de developpement comme I’lnde peuvent 
survenir egalement chez des meres allaitant de facon exclu- 
sive lorsqu’elles sont vegetariennes strictes ou atteintes de 
maladie de Biermer, c’est le cas de notre patient. 

Dans la litterature, des cas de AAAT ont ete decrits. Andres 
et al. [1] ont rapporte six patients presentant cette patholo- 
gie, avec pour tous une anemie hemolytique, un VGM eleve, 
une thrombopenie et un nombre eleve de schizocytes. Le 
diagnostic d ’anemie de Biermer avait ete retenu chez quatre 
d’entre eux et les deux autres avaient un syndrome de 
malabsorption. Recemment, il a ete decrit un cas analogue 
de MAT liee a un deficit en VitB12chez un enfant de 13ans 
suivant un regime vegetalien non avoue par les parents. 

Le deficit en VitB12est une cause rare et traitable de 
regression psychomotrice. Chez I’adulte, I’atteinte la mieux 
connue du systeme nerveux en cas de deficit en VitB12est 
une demyelinisation des cordons posterieurs et lateraux de 
la moelleou sclerose combinee de moelle epiniere, connue 
aussi sous le nom de «neuro-Biermer». Toutefois, I’atteinte 
nerveuse peripherique n’est pas rare et s’associe souvent a 
I’atteinte centrale. Les atteintes neurologiques paraissent 
plus severes chez le nourrisson que chez I’adulte avec une 
expression plus cerebrale que medullaire. En effet, les don- 
nees de I’imagerie retrouvent chez I’adulte des lesions 
de degenerescence subaigue combinee de la moelle alors 
que I’atrophie cerebrale predomine chez I’enfant comme 
en temoigne notre observation. Cependant, le pronostic 
a long terme reste incertain avec plusieurs cas de retard 
psychomoteur sequellaire decrits malgre la normalisation 
radiologique [5]. Chez notre patient Devolution etait favo- 
rable avec disparition des signes cliniques et correction des 
parametres biologiques. La survenue de mouvements anor- 
maux a I’instauration du traitement a ete souvent decrite et 
n’existe pas pour notre patient. Le mecanisme est mal connu 
et I’hypothese de I’hyperglycinemie a ete discutee et refu- 
tee. L’arret de croissance ponderale puis staturale survenant 
apres I’epuisement des stocks de VitB12est multifacto- 
rielle : I’anorexie, les vomissements et I’atrophie villositaire 
partielle ainsi que les troubles neuropsychiatriques y par- 
ticipant [5]. Certains auteurs ont insiste sur le risque de 
sequelles neurologiques qui serait d’autant plus frequent 
que le retard diagnostique est long. C’est dire la necessite 
de prevenir la carence en VitB12chez la femme enceinte et 
les meres allaitantes ayant un regime inhabituel. 

Le depistage des femmes enceintes et/ou des nouveau- 
nes est largement discute, arguments par I’existence 


d’un traitement simple et efficace permettant d’eviter les 
sequelles neurologiques. Cependant, la numeration san- 
guine peut etre normale chez la maman presentant une 
maladie de Biermer comme chez notre patiente, il est 
done important de preciser a I’interrogatoire le mode 
d’alimentation maternelle, les antecedents familiaux et 
personnels a la recherche de contexte dysimmunitaire et 
eventuellement completer I’exploration par les dosages 
de la VitBI 2, homocysteine, AMM, ainsi que la recherche 
d’anticorps anti-facteur intrinseque. 

Conclusion 

Chez le nourrisson, en particular celui nourri exclusivement 
au sein, la survenue d’une anemie hemolytique aregene- 
rative meme en I’absence de macrocytose doit inclure de 
facon precoce une recherche de carence en VitBI 2 chez 
celui-ci et chez la maman. Le retard diagnostique peut avoir 
des consequences neurologiques irreversibles voir meme 
letales. 
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Leucemie aigue neonatale revelee par Blueberry 
Muffin syndrome (a propos d’un cas) 

Neonatal acute leukemia revealed by Blueberry Muffin syndrome 
(a case report) 
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KEYWORDS Summary Acute leukemia is uncommon in neonates and has a much poorer prognosis than in 

Acute leukemia; older children. We report a case of acute myeloblastic leukemia observed in a neonate who 

Myeloblastic; had skin lesions (Blueberry Muffin syndrome), bleeding and hepatosplenomegaly at birth, which 

Neonatal period; justified intensive care since the first postnatal week. The patient died 1 3 days after. We present 

Skin lesion; here physical and laboratory findings, which indicate a grim prognosis. These criteria should be 

Blueberry Muffin considered carefully in order to ensure realistic information for the parents and appropriate 

syndrome decision. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Resume La leucemie aigue est une maladie exceptionnelle en periode neonatale et son pro- 
MOTS CLES nostic est severe, bien moins bon que chez les enfants plus ages. Le Blueberry Muffin syndrome se 

Leucemie aigue ; manifeste par des lesions cutanees sous forme de papulonodules violacees disseminees sur tout 

Myeloblastique ; le corps, present des la naissance et doit faire rechercher la presence d’eventuelles infections 

Periode neonatale ; congenitales, d’incompatibilites foeto-maternelles ou de pathologies tumorales. Nous rappor- 

Lesion cutanee ; tons un cas de leucemie aigue myeloblastique neonatale qui s’est manifestee par un Blueberry 

Blueberry Muffin Muffin syndrome ainsi qu’un syndrome hemorragique et tumoral presents des la naissance ce 

syndrome qui a justifie une prise en charge en reanimation des la premiere semaine de vie. L’ evolution a 

ete fatale apres 13 jours de vie. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 
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Introduction 

La leucemie aigue neonatale est une affection exception- 
nelle (moins de 1 % de toutes les leucemies de I’enfant) et de 
mauvais pronostic, puisqu’elle constitue la premiere cause 
de mortalite par tumeur maligne en periode neonatale. II 
s’agit le plus souvent d’une forme myeloblastique (LAM) [1], 
Le Blueberry Muffin syndrome correspond a des papulono- 
dules dissemines, presents des la naissance et caracterise 
par des elements allant du rouge vif au bleu gris. Plusieurs 
causes peuvent etre responsables de ce syndrome, notam- 
ment : 

• les infections congenitales ; 

• les maladies hemolytiques du nouveau-ne; 

• les pathologies tumorales [2]. 

Nous rapportons un cas de leucemie aigue neonatale 
de type myeloblastique (LAM) qui s’est manifesto par 
des lesions cutanees, un syndrome hemorragique, et une 
hepato-splenomegalie a la naissance. 

Observation 

II s’agit d’un nouveau-ne de sexe masculin admis a J1 de vie 
au service de reanimation neonatale, issu d’une grossesse 
menee a terme. II n’y a pas de notion de consanguinite. II 
est hospitalise pour prise en charge de sa detresse respira- 
toire associee a une eruption cutanee generalisee. L’examen 
general retrouve un nouveau-ne a terme sans signes de 
dysmorphie, hypotonique et peu reactif qui presente une 
detresse respiratoire. L’examen cutaneo-muqueux retrouve 
des lesions papulonodulaires violacees sur tout le corps 
predominant au visage et au cuir chevelu. L’examen de 
la cavite buccale objective des gingivorragies. Le score 
de Silverman est a 5/10sans rales a I’auscultation pul- 
monaire. L’examen abdominal retrouve une hepatomegalie 
de 6 cm, et une splenomegalie a deuxtravers de doigts 
du rebord costal. Devant ce tableau, une serie d’examens 
complementaires a ete realisee et a montre une hyper- 
leucocytose a 88 000 elements/mm 3 , une thrombopenie a 
66 000 elements/mm 3 et une anemie a lOg/dL. Le frottis 
sanguin colore au May-Grlinwald-Giemsa (MGG) montre la 
presence de 33% de blastes circulants. Les LDH sont a 
4840 Ul/L et I’acide urique a 93mg/L. Le bilan infectieux 
a montre une CRP a 125 mg/ L avec hemoculture positive a 
Entercoccus faecalis. Les groupes sanguins du bebe et de 
la mere sont A rhesus positif et O rhesus positif, respec- 
tivement. Le bilan d’hemolyseest normal. Les serologies 
virales (VIH, HVB et HVC) et TORSCH (toxoplasmose, rubeole, 
syphilis, cytomegalovirus et herpes) du nouveau-ne et de la 
mere sont negatives. Le myelogramme montre une moelle 
de richesse moyenne a pauvre; le decompte des blastes 
est estime a 38%, faits de myeloblastes de grande taille, 
a noyau irregulier, a chromatine relativement deliee et 
nucleolee, et a cytoplasme basophile et etendu (Fig. 1). La 
coloration cytochimique a la myeloperoxydase est discre- 
tement positive (Fig. 2). L’immunophenotypage a retrouve 
des blastes exprimant les marqueurs myeloides: leuco- 
cytes humains antigenes (HLA-DR), CD13, CD14, CD33et 
CD64en faveur d’une leucemie aigue myeloide (LAM) de 



Figure 1 Frottis medullaire colore au May-Grunwald-Giemsa 
(MGG) montrant I’infiltration de la moelle osseuse par de nom- 
breux blastes de taille moyenne a grande, a noyau arrondi et 
nucleole, a chromatine deliee et cytoplasme basophile et reduit 
(grossissement x 100). 

type monoblastique. L’etude cytogenetique n’a pas ete 
realisee. La radiographie thoracique ne montre pas la pre- 
sence de leucostase. L’echographie abdominale a montre 
une hepato-splenomegalie homogene. Compte tenu des don- 
nees de la clinique, de I’hemogramme, du myelogramme et 
de I’imunophenotypage, le diagnostic est celui de leucemie 
aigue myeloblastique type LAM5selon le FAB (classifica- 
tion Franco-Americano-Britanique). Le nouveau-ne a ete 
mis sousoxygenotherapie (3 L/min), une hyper hydratation 
alcaline, une antibiotherapie et I’allopurinol. L’ evolution a 
ete marquee par I’aggravation de l’ hyperleucocytose qui 
a atteint 200 000 elements/mm 3 avec 85% de blastes circu- 
lants et ^augmentation de la CRP. Le patient est decede au 
treizieme jour de vie dans un tableau de septicemie. 

Discussion 

Les leucemies aigues (LA) du nouveau-ne sont des mala- 
dies tres rares qui se distinguent des LA de I’enfant par 
leur presentation clinique (hepato-splenomegalie, atteinte 
meningee et atteinte cutanee plus frequentes), leur 
presentation biologique (formes hyperleucocytaires), leur 
association a des rearrangements du gene mixed lineage leu- 
kemia (MLL) dans 68% des cas et la frequence d’anomalies 
cytogenetiques associees (jusqu’a 93% dans certaines 


368 


I. Tlamcani et al. 



Figure 2 Presence de blastes discretement positifs a la 
coloration cytochimique a la myeloperoxydase (grossisse- 
ment x 100). 

series) [1], Elies constituent la deuxieme cause de cancer 
apres le neuroblastome chez I’enfant de moins de 1 an, et 
la premiere cause de deces par tumeur maligne en periode 
neonatale. A cette periode de la vie, les LAM sont les plus 
frequentes (56%) avec une preponderance des leucemies 
monoblastiques de type M5 (41,6%) selon la classification 
FAB [2]. 

Quatre criteres sont necessaires pour la definition d’une 
leucemie aigue neonatale, qu’ils soient presents des la 
naissance ou qu’ils apparaissent des les quatre premieres 
semaines de vie : 

• la presence de leucocytes immatures dans le sang ou la 
moelle osseuse ; 

• I’infiltration des tissus extra-hematopoYetiques ; 

• (’absence d’affection responsable de reactions leuce- 
moYdes (infection, hypoxie, hemolyse. . .) ; 

• I’absence d’anomalies chromosomiques constitution- 
nelles responsables d’hematopoYese instable [2]. 

L’atteinte cutanee est I’une des particularites de la leu- 
cemie aigue du nouveau-ne, elle est faite de macules, 
papules, nodules enchasses dans le derme, mesurant 
quelques millimetres a plusieurs centimetres de diametre, 
repartis au hasard sur I’ensemble du corps, de coloration 
rouge a violet, cela realise un tableau clinique connu sous 
le terme de Blueberry Muffin Baby surtout observe dans les 
leucemies aigues myeloblastiques (LAM) [3]. 


Chez notre patient, les lesions cutanees sont le signe 
d’appel majeur qui a motive la famille a consulter. A 
I’examen clinique, on retrouve des lesions cutanees type 
papulonodules violaces dissemines sur tout le corps compa- 
rativement a celles decrites dans la litterature ; associees 
a une gingivorragie, une detresse respiratoire et une 
hepatosplenomegalie. A I’hemogramme, il y a une hyper- 
leucocytose avec la presence de blastes circulants. Le 
bilan biochimique objective un syndrome de lyse tumorale. 
Cela nous a permis d’evoquer fortement le diagnostic de 
leucemie aigue neonatale. Bien qu’il s’agisse d’une pre- 
sentation typique, on peut evoquer quelques diagnostics 
differentiels. Devant une thrombopenie neonatale asso- 
ciee a une hyperleucocytose et une hepato-splenomegalie 
on doit eliminer une foetopathie virale (cytomegalovirus, 
rubeole, herpes) ou parasitaire (toxoplasmose). Les sero- 
logies virales et TORSCH chez le nouveau-ne et la maman 
sont negatives. Ce tableau initial doit egalement faire 
eliminer une reaction leucemoYde (dans le cadre d’une 
infection, d’une hypoxie ou d’une maladie hemolytique 
severe du nouveau-ne), un neuroblastome de stade IV avec 
atteinte metastatique hepatique et cutanee, une prolifera- 
tion clonale B dans le cadre d’une infection a VIH ou une 
reaction « leucemie transitoire» chez un nouveau-ne por- 
teur d’une trisomie 21 . La maladie hemolytique est ecartee 
devant un bilan d’hemolyse normal. Le bilan radiologique 
a confirme I’absence de toute tumeur solide ou de meta- 
stases. 

Les LA du nouveau-ne se distinguent egalement de celles 
de I’enfant par des anomalies chromosomiques dont la 
plus frequente est la translocation t(4, 11), qui est pour 
la plupart des auteurs, un facteur de mauvais pronostic 
ainsi que toute anomalie incluant le 11q23 [4]. Le gene 
MLL, localise en 11q23, est remanie dans ces transloca- 
tions qui entrainent la production de proteines hybrides 
ayant un impact sur la croissance et la differenciation des 
lignees granuleuses et monocytaires. Les facteurs incrimi- 
nes dans la survenue de ces evenements genetiques in 
utero (facteurs alimentaires et environnementaux notam- 
ment) sont encore mal definis [4]. L’etude cytogenetique 
n’a pas ete realisee faute de moyens ce qui ne nous a pas 
permis d’eliminer une eventuelle anomalie chromosomique 
associee malgre le morphotype normal de notre patient. 
Devant le tableau clinique evocateur, la confirmation est 
portee par le frottis sanguin et le myelogramme (Fig. 1) 
dont I’aspect cytologique, cytochimique et immunopheno- 
typique est celui d’une leucemie aigue myeloblastique de 
type LAM5, selon le FAB (Fig. 2). Grundy et al. ont pro- 
pose une prise en charge conservatrice des nouveau-nes 
presentant des leucemies neonatales, sauf s’il existait un 
facteur de mauvais pronostic, notamment une transloca- 
tion 11q23 ou une pathologie evolutive. Du fait de la rarete 
de cette pathologie, le pronostic reste difficile a etablir. II 
est done important de ne pas soumettre un nouveau-ne aux 
risques de la chimiotherapie ; elle est conseillee en cas de 
progression de la pathologie, de lesions menacant directe- 
ment le pronostic vital et en cas de recidive apres remission 
spontanee [5]. II a ete decide chez notre patient un trai- 
tement conservateur sous surveillance clinico-biologique 
rigoureuse sans prevoir de chimiotherapie. L’ evolution a ete 
fatale apres 13 jours de vie dans un tableau de septice- 
mie. 
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Conclusion 

La leucemie aigue neonatale est une affection excep- 
tionnelle, mais frequemment associee a des localisations 
cutanees. Ce cas clinique rappelle qu’il faut toujours evo- 
quer une leucemie neonatale devant un Blueberry Muffin 
Baby syndrome malgre sa rarete apres avoir elimine toutes 
les etiologies pouvant donner lieu a des atteintes cuta- 
nees. Le pronostic des LA neonatales reste globalement tres 
sombre, et generalement moins bon que chez les enfants 
plus ages surtout qu’il n’existe toujours pas de consensus 
therapeutique [5]. 
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Summary Niemann-Pick type B is a rare autosomal recessive syndrome storage disease. It is 
due to a total or partial deficiency in sphingomyelinase, causing a buildup of sphingomyelin in 
reticulo-endothelial cellular system. The diagnosis is based on examining enzyme deficiency. 
The clinical context and careful examination of the blood and bone marrow may therefore be 
a key step in the diagnostic process. In this respect, we mention a rare case of a young woman 
aged 20 years; the latter suffers from thrombocytopenia associated with splenomegaly that 
justified realization of myelogram which discovered, after staining with May-Griinwald-Giemsa 
(MGG), the presence of numerous histiocytes blue infiltrating the bone marrow. With these 
clinical and cytological data in mind, the diagnosis of Niemann-Pick disease type B is raised. 
This is made valid by measuring the enzymatic activity of acid sphingomyelinase lysosomal 
which is decreased. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 

Resume La maladie de Niemann-Pick est une maladie lysosomale rare a transmission autoso- 
mique recessive. Elle est due a un deficit total ou partiel en sphingomyelinase, entrainant 
une accumulation de sphingomyeline dans les cellules du systeme reticulo-endothelial. Le 
diagnostic de certitude repose sur la mise en evidence du deficit enzymatique. Le contexte 
clinique et I’examen attentif du sang et de la moelle constituent une etape fondamentale dans 
I’orientation diagnostique et le depistage precoce. Nous rapportons ici le cas rare d’une jeune 
femme de 20ans presentant une splenomegalie associee a une thrombopenie ayant justifie 
la realisation d’un myelogramme qui a objective, apres coloration de May-Griinwald-Giemsa 
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(MGG), la presence de nombreux histiocytes bleu infiltrant la moelle osseuse. Devant ces don- 
nees 

cliniques et cytologiques, le diagnostic de la maladie de Niemann-Pick de type B est evoque. 
La confirmation est apportee par la mesure de I’activite enzymatique de la sphingomyelinase 
acide lysosomale qui est diminuee. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


Introduction 

Les maladies lysosomales, appelees aussi maladies de sur- 
charge, constituent un groupe heterogene, caracterise par 
une accumulation lysosomale de macromolecules non dige- 
rees responsables d’une augmentation de la taille de ces 
organelles, entrainant un dysfonctionnement cellulaire et 
des anomalies cliniques. Les maladies lysosomales ont ete 
longtemps classees en fonction du substrat accumule telles 
que les mucopolysaccharidoses, les glycoproteinoses, les 
mucolipidoses et les sphingolipidoses. 

La maladie de Niemann-Pick est une maladie de sur- 
charge rare, a transmission autosomique recessive. C’est 
une pathologie benigne caracterisee par I’association d’une 
splenomegalie, une thrombopenie et la presence de macro- 
phages spumeux au niveau de la moelle osseuse. Le 
diagnostic de certitude est porte par la mesure de I’activite 
de la sphingomyelinase acide lysosomale qui doit etre dimi- 
nuee. Nous decrivons ici le cas d’une patiente atteinte de 
maladie de Niemann-Pick de type B revelee par I’infiltration 
de la moelle osseuse par des histiocytes de couleur bleue 
appeles « histiocytes bleu de mer» [1]. 

Observation 

II s’agit d’une jeune femme de 20ans issue d’un mariage 
consanguin de premier degre, consultant pour asthe- 
nie et distension abdominale evoluant depuis I’enfance. 
L’examen clinique retrouve une enorme splenomegalie 
depassant I’ombilic de 4cm et des taches purpuriques 
au niveau des membres inferieurs. L’examen pleuropul- 
monaire, cardiovasculaire et neuromusculaire sont sans 
particularites. La numeration formule sanguine objective 
un taux d’hemoglobine a 11,5 g/dl et une thrombopenie a 
68000elements/mm 3 . Les dosages sanguins du cholesterol 
total, des triglycerides, du LDL-cholesterol et du HDL- 
cholesterol sont normaux. Les serologies virales (HBS, HCV 
et HIV) sont negatives. L’electrophorese de I’hemoglobine 
et le test de resistance globulaire sont egalement nor- 
maux. II n’y a pas d’anomalies cellulaires sur le frottis 
sanguin. Le myelogramme retrouve une moelle osseuse 
hypercellulaire avec des megacaryocytes normaux, infiltree 
par de nombreux histiocytes bleu apres coloration au May- 
Grunwald-Giemsa (MGG) (Fig. 1 et2). La tomodensitometrie 
abdominopelvienne retrouve une splenomegalie homogene 
sans hepatomegalie ou adenopathie associees. La radiogra- 
phie thoracique ne montre pas d’atteinte pulmonaire ni 
d’adenopathies mediastinales. 

A la lumiere des donnees cliniques, biologiques et 
radiologiques, le diagnostic de Niemann-Pick est forte- 
ment evoque, ce qui nous a pousse a mesurer I’activite 



Figure 1 Frottis medullaire colore au MGG montrant des 
histiocytes bleu de mer infiltrant la moelle osseuse, vu au gros- 
sissement (x100). 

de la sphingomyelinase acide lysosomale au niveau 
du sang peripherique. Elle est significativement dimi- 
nuee: 4,32 nmol/mg, (la valeur normale est superieure a 
9,85 nmol/mg). La patiente ne presente aucun symptome 
neurologique central et tolere bien sa maladie, ce qui sug- 
gere que la maladie de Niemann-Pick est de type B. La 
patiente a beneficie d’une transfusion de deux culots pla- 
quettaires sans aggravation ulterieure de ses symptomes. 
Compte tenu des resultats, on suppose que la presence des 
histiocytes bleu au niveau de la moelle osseuse est secon- 
daire a la maladie de Niemann-Pick de type B [1,2]. 

Commentaires 

La maladie de Niemann-Pick est une maladie metabo- 
lique congenitale a transmission autosomique recessive. Elle 
comprend plusieurs types (A, B, C, D). Le type B est lie a des 
mutations du gene SMPD1 situe au locus 11 pi 5, codant pour 
la sphingomyelinase acide, une hydrolase lysosomale acide 


372 


I. Tlamcani et al. 


Bn* 





Wm 

firs 

r ^ 

% ' ^ 


r v t 

• 

. 





Figure 2 Frottis medullaire colore au MGG, vu au grossis- 
sement (xlOO), montrant la structure d’un histiocyte bleu 
infiltrant la moelle osseuse. 

impliquee dans la degradation de la sphingomyeline. Ce type 
est caracterise par I’association d’une splenomegalie, une 
thrombopenie secondaire a I’hypersplenisme et la presence, 
le plus souvent, d’ histiocytes de couleur bleue au niveau de 
la moelle osseuse [3]. Ces derniers sont des macrophages 
a noyau excentre, a cytoplasme etendu, vacuole, conte- 
nant des granules de lipofuscines ou de ceroides (Fig. 2). 
Notre patiente est issue d’un mariage consanguin de premier 
degre ce qui nous a guide a I’hypothese d’une pathologie 
congenitale. La cytologie est une etape importante dans 
I’orientation diagnostique ; la presence et I’aspect particu- 
lier des histiocytes au niveau medullaire nous ont conduits 
a evoquer le diagnostic d’une maladie de surcharge. Les 
histiocytes retrouves sont de taille moyenne a grande, a 
noyau le plus souvent excentre, rarement central, a cyto- 
plasme etendu, vacuolaire donnant un aspect spumeux aux 
cellules et contenant des granules bleu (a la coloration de 
MGG). Ils ont d’abord ete decrits en 1970 par Silverstein 
qui a rapporte le « syndrome des histiocytes bleu de mer» 
observe dans plusieurs maladies metaboliques lipidiques, 
et qui est generalement classe comme primaire ou secon- 
daire [3,4]. Le terme « syndrome des histiocytes bleu de 
mer» est reserve aux situations ou il y’a une accumulation 
significative de ces cellules dans de multiples organes en 
absence d’etiologie evidente. Ces histiocytes bleu peuvent 
se voir dans differentes pathologies telles que les hemopa- 
thies myeloproliferatives, les syndromes myelodysplasiques, 
les neutropenies auto-immunes et le purpura thrombope- 
nique auto-immun. On les retrouve egalement dans d’autres 
maladies lysosomales et dyslipoidoses ; dans ce cas, leur 


presence est secondaire a une maladie de surcharge [4]. 
Devant les donnees cliniques et cytologiques de notre 
patiente, le diagnostic de la maladie de Niemann-Pick 
etait fortement evoque. La mesure de I’activite de la 
sphingomyelinase acide est I’examen cle pour confirmer le 
diagnostic [1], Elle a ete realisee par la suite et etait signifi- 
cativement basse. C’est un examen simple qui se fait sur un 
prelevement du sang peripherique sur tube EDTA (ethylene 
diamine tetra-acetique). Lorsque I’activite de la sphingo- 
myelinase acide fait defaut, la sphingomyeline ne peut etre 
degradee et s’accumule en consequence dans les histio- 
cytes. Done, leur presence est secondaire a la maladie de 
Niemann-Pick comparativement a plusieurs cas decrits dans 
la litterature [5]. Compte tenu des resultats de I’examen Cli- 
nique et paraclinique, de revolution benigne a long terme 
et de I’absence de signes neurologiques, le diagnostic de 
la maladie de Niemann-Pick de type B est pose apres avoir 
ecarte les formes A et C de la maladie [2,4,5]. 

Conclusion 

La presence d’ histiocytes bleu au niveau de la moelle 
osseuse d’un adulte associee a une splenomegalie et une 
thrombopenie doit faire penser au diagnostic de la mala- 
die de Niemann-Pick malgre sa rarete et apres avoir elimine 
d’autres eventuels diagnostics, d’ou la necessite de mesurer 
I’activite enzymatique leucocytaire de la sphingomyelinase 
acide [1]. 

II n’y a pas actuellement de traitement specifique de 
cette pathologie, ce qui motive la recherche vers les ten- 
tatives de mise au point de therapie genique ou de therapie 
enzymatique recombinante substitutive comme cela existe 
desormais pour d’autres maladies lysosomales : maladie de 
Gaucher, maladie de Fabry, les muccopolysaccharidoses de 
type I, II et VI, et la glycogenose de type II. 

Declaration d’interets 

Les auteurs declarent ne pas avoir de conflits d’interets en 
relation avec cet article. 

References 

[1] Schuchman EH, Desnick R. Niemann Pick disease type A and 
B: acid sphingomyelinase deficiencies. In: Scriver CR, Beau- 
det AL, Sly WS, Valle D, editors. The metabolic and molecular 
bases of inherited disease. New York: MC Graw Hill; 1995. 
p. 2601-24. 

[2] Osamu S, Masafumi A. Secondary sea-blue histiocytosis deri- 
ved from Niemann-Pick disease. J Clin Exp Hematopathol 
2007;47:19-21. 

[3] Alizon C, et al. Maladie de Niemann-Pick de type B: descrip- 
tion clinique de trois cas familiaux. Rev Med Interne 201 0;31 : 
562-5. 

[4] Anna C, Doretto P, Bembi B. Sea-blue histiocytes in the bone 
marrow of a patient with Niemann-Pick disease type B. Haema- 
tologica 2001 ;86:896. 

[5] Candoni A, Grimaz S, Doretto P. Sea-blue histiocytosis secon- 
dary to Niemann-Pick type B: a case report. Ann Hematol 
2001;80:620-2. 


Immuno-analyse et biologie specialisee (2013) 28, 373-377 



ELSEVIER 

MASSON 


Disponible en ligne sur 

SciVerse ScienceDirect 

www.sciencedirect.com 


Elsevier Masson France 


EM con suite 


www.em-consulte.com 



LETTRES A LA REDACTION 


Using new cut-off for lipidic para- ■ 
meters to predict development of 
affected arteries in patients with 
acute coronary syndrome 

Pour de nouvelles valeurs seuils des 
parametres lipidiques pour la prediction des 
arteres touchees chez les patients avec 
syndrome coronaire aigu 


assessment of susceptibility to coronary heart disease (CHD) 
[4]. Lipoprotein (a) (Lp (a)) is a heterogeneous lipoprotein 
that incorporates an LDL particles and the highly polymor- 
phic ApoA which is linked to the ApoB moiety of LDL [5]. One 
of the potential mechanisms that explains the relation of Lp 
(a) to CHD is its homology to plasminogen [6,7], The aim 
of the present study was to determine new cut-off of lipid 
profile in patients hospitalized for acute coronary syndrome 
and its association to the degree of disease. 

Patient and methods 


KEYWORDS 

Acute coronary syndrome; 
Artery disease; 

Lipid profile; 

New cut-off 
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Arteriopathie ; 

Profit lipidique ; 

Nouvelle valeur seuil 


Introduction 

Acute coronary syndromes (ACS) remain the major cause of 
mortality and morbidity in the modern world. Thus, consid- 
ering the patient’s clinical characteristics, lipid profile could 
lead to the most tangible benefit for assessing the risk of ACS 
development [1]. 

In fact, lipid profile was considered a major indicator 
of atherothrombotic diseases. Low-density lipoprotein (LDL) 
and depressed high-density lipoprotein (HDL) levels repre- 
sent the well-known cardiovascular risk factors [2,3]. Other 
lipid parameters represent an interesting role in the devel- 
opment of cardiovascular diseases (CVD). The measurement 
of apolipoprotein B (ApoB), the sole apolipoprotein in 
LDL, and apolipoprotein A (ApoA), the protein compo- 
nent of HDL, may add valuable information in the clinical 


Study population 

Patients hospitalized with ACS were recruited from the 
coronary care unit of department of cardiology of Military 
hospital of Tunis. The group is composed of 122 patients 
(77 men and 45 women) with mean age 63.86± 10.06 years. 
ACS was defined either as an unstable angina or as an 
acute myocardial infarction which was diagnosed on the 
basis of the presence of chest pain and typical ischemic 
electrocardiographic changes. Stable angina was defined 
on the basis of the presence of typical and stable chest 
pain during effort, a positive treadmill exercise test, and 
obstructive coronary lesions as determined by coronary 
angiography. The extent of coronary artery disease (CAD) 
was assessed by the number of diseased coronary ves- 
sels. We subdivided study group according to the number 
of affected arteries from one to three. Physical and clin- 
ical data were noted in patient’s files and include body 
mass index (BMI) calculated as weight (kg)/height (m 2 ), 
cigarettes smoking, systolic and diastolic blood pressure and 
family history of CVD. Seventy-two patients have hyper- 
tension confirmed by anti-hypertensive drug use or blood 
pressure superior to 140/90 mmHg recently noted. Fifty-nine 
are type 2 diabetics defined according to the World Health 
Organization criteria [8]. Sixty-five presented dyslipidemia 
defined as increased levels in one or more lipid parameters 
(total cholesterol > 5.2 mmol/L; LDLc>3.40mmol/L; trigly- 
cerides [TG] >1.70 mmol/L; HDLc<1.05 mmo/L) and use 
of hypolipemiant drugs. None of patients had infectious 
disease, renal or hepatic failure or was administrated any 
vitamin supplementation during a study period. All subjects 
accepted to participate to the study. 


0923-2532/$ - see front matter © 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 
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Table 1 Clinical baseline data according to number of affected arteries in patients with acute coronary syndromes. 



Number of affected arteries 


P 

One artery (n = 50) 

Two arteries (n = 33) 

Three arteries (n = 39) 

Age (year) 

64.18± 10.53 

61. 24 ±9. 77 

65.66 ± 9.47 

NS 

Gender (M/F) 

28/22 

23/10 

26/13 

NS 

BMI (kg/m 2 ) 

26.33 ±4.30 

26.87 ± 3,58 

26.76 ±3.48 

NS 

Tobacco 

26 (52%) 

23 (69.7%) 

22 (56.4%) 

NS 

Diabetes mellitus 

21 (42%) 

18 (54.4%) 

20 (51.3%) 

NS 

Hypertension 

28 (56%) 

19 (57.6%) 

25 (64.1%) 

NS 

Dyslipidemia 

25 (50%) 

19 (57.6%) 

21 (53.8%) 

NS 

FH CAD 

16 (32%) 

7 (21 .2%) 

8 (20.5%) 

NS 


M: male; F: female; FH CAD: family history of coronary artery disease; BMI: body mass index. 


Lipid profile 

Total cholesterol (TC), TG and cholesterol of high-density 
lipoprotein (HDLc) were measured by using a colorimetric 
enzymatic method in a Beckmann automatic analyzer LX20. 
Cholesterol of low-density lipoprotein (LDLc) was calculated 
by Friedwald formula: LDLc = TChol- (HDLc + TG/2.18) for 
TG is less than 4.5mmol/l. 

ApoA, ApoB and Lp (a) were analyzed by immunonephele- 
metric method on BNII Nephelometer Analyser (Dade 
Behring, Marbourg, Germany) and expressed in g/L. 

Statistical analysis 

Statistical analysis was carried out using SPSS for Windows 
20.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Values were 
reported as means and standard deviation, or percents. 
The difference between groups was compared by indepen- 
dent samples t - test for continuous variables and by Chi 2 
tests for categorical variables. To evaluate the association 
between studied factors and number of affected arteries, 
the means were compared using ANOVA test. Statistical sig- 
nificance was set at P<0.05. Multivariate analysis was also 
performed. To assess predictor factors of events (the proba- 
bility to develop a new affected arteries), logistic regression 


was performed by backward elimination [9] and models ver- 
ified with Hosmer-Lemeshow test. The dependent variable 
was the number of affected arteries dichotomized in one and 
two or more than two affected arteries and the independent 
variables were the significant variables in the univariate 
analysis. 

Results 

Baseline characteristics subscribed for patients showed ele- 
vated frequencies in hypertension, dyslipidemia, type 2 
diabetes and cigarettes smoking (59%, 53.3%, 48.4%, 58.2% 
respectively). Of 122 patients, there were just three of them 
who consumed alcohol (2.5%) and 25.4% had familial history 
of CVD. 

Distribution of studied anthropometric risk factors, 
according to the number of affected arteries, is presented 
in Table 1 . No statistically significant differences were found 
between patients with one (n = 50), two (n = 33) or three 
(n = 39) affected vessels (Table 1 ). This result attenuates the 
effect of such anthropometric risks on the distribution of 
biological factors according to affected arteries. 

Comparison of biological factors showed statistically sig- 
nificant differences between patients with one affected 
artery and those with three TC (P< 0.01), LDL (P<0.05) and 


Table 2 Comparison of biological parameters according to the number of affected arteries in patients with acute coronary 
syndromes. 

Number of affected arteries P 


One artery (n = 50) Two arteries (n = 33) Three arteries (n = 39) 


TC (mmol/L) 

4.62 

± 

1.47 

4.32 

± 

1.22 

4.81 

± 

1.09 

<0.01 a - b 

HDLc (mmol/L) 

1.01 

± 

0.29 

0.89 

± 

0.29 

1.04 

± 

0.37 

NS 

LDLc (mmol/L) 

2.85 

± 

1.26 

2.66 

± 

0.94 

3.35 

± 

1.18 

<0.05 ab 

TG (mmol/L) 

1.39 

± 

0.64 

1.71 

± 

1.02 

1.31 

± 

0.75 

NS 

ApoA (g/L) 

1.25 

± 

0.24 

1.20 

± 

0.24 

1.23 

± 

0.26 

NS 

ApoB (g/L) 

0.97 

± 

0.31 

1.03 

± 

0.32 

0.98 

± 

0.31 

NS 

Lp (a) (g/L) 

0.30 

± 

0.29 

0.31 

± 

0.23 

0.49 

± 

0.17 

< 0.01 a ' b 


NS: non significant; TC: total cholesterol; HDLc: cholesterol of high-density lipoprotein; LDLc: cholesterol of low-density lipoprotein; 
TG: triglycerides; ApoA: apolipoprotein A; ApoB: apolipoprotein B; Lp (a): Lipoprotein (a). 
a Difference between patients with two and those with three arteries. 
b Difference between patients with one and those with three arteries. 
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Lp (a) (P < 0.01 ). The same result was found for patients 
with two arteries compared to those with three arteries who 
represent elevated levels (Table 2). 

As no differences were found between patients with one 
and those with two affected arteries, we regrouped these 
two subgroups into one group to compare it to those with 
three affected arteries. For clinical features, no differences 
were found even when we regrouped patients with one and 
two arteries. For biological markers, we found statistically 
significant elevated levels of TC (P < 0.01 ), LDLc (P< 0.05) 
and Lp (a) (P< 0.001) (Table 3). Receiver operating char- 
acteristic curve (ROC) was used to determine new cut-off 
for significant factors, from which patients with one or two 
affected arteries are at risk to develop more affected arter- 
ies. We found lower new cut-off for TC (4.25mmol/L vs 
5.2mmol/L), LDLc (2.70mmol/L vs 3.40mmol/L) and Lp (a) 
(0.27 g/L vs 0.30g/L) (Fig. la-c). 

Discussion 

As demonstrated in many studies, lipid profile have impor- 
tant role in atherosclerosis. In the present study, we found 
elevated LDL but lower HDL in patients with multi-affected 
arteries. Korhonen et al. [10] demonstrated that high lev- 
els of LDL are associated with an increased risk of CAD, 
and the more vessels obstructed, the higher is the serum 
LDL level. Epidemiologic surveys have observed that ele- 
vated levels of LDLc are associated with increased risk 
of CHD [11]. Plasma levels of ox-LDL are associated with 
atherosclerotic CVD, and those in patients with new-onset 
type of ACS are significantly elevated and then decrease 
during the first week [12]. In our study, we determined 
new cut-off for LDLc and we found lower level than usual 
values in laboratory (Table 4). One of the best-known 
risk factors and a primary target of therapy is elevated 
concentration of LDLc. Despite many studies indicating 
the need for determination of LDLc in patients at risk of 
ACS, it is more and more often suggested that focusing 
solely on LDLc is not an optimal diagnostic and therapeu- 
tic strategy. This attitude is driven by several important 
limitations associated with LDLc. Triglyceride-rich lipo- 
proteins, including very low-density lipoproteins (VLDL) and 
intermediate-density lipoproteins (IDL), also exert athero- 
genic properties. Patients, who achieved a reduction in LDLc 
even below 70mg/dL, still are at the so-called residual 
risk of atherothrombotic events. The coexistence of high 
TG and low HDLc, called atherogenic dyslipidemia, is asso- 
ciated with elevated ApoB concentration. While the role 
of apolipoproteins in coronary risk assessment is an evolv- 
ing debate, the ApoB/ApoA-l ratio is becoming increasingly 
important [13]. In fact, an increased proportion of small, 
dense LDL particles may be more susceptible to oxidative 
modification [14,15]. Although HDL levels did not represent 
a significant protective effect in our study, it must be impli- 
cated in the screening of patients at higher risk as we found 
that 58.9% of patients had lower HDL levels. As regards 
the variable TC/HDL and its relationship with the pres- 
ence and severity of CAD, clinical and angiographic studies 
have correlated it with the progression or regression of CAD 
(Table 5). Therefore, this finding reinforces the importance 
of the measurement of the TC/HDL ratio as an individual risk 




1 -specificity 



1 -specificity 

Figure 1 a: receiver operating characteristic curve (ROC) of 
total cholesterol (TC) in patients with acute coronary syndromes 
(ACS); b: ROC curve of cholesterol of low-density lipoprotein 
(LDLc) in patients with ACS; c: ROC curve of lipoprotein (Lp) (a) 
in patients with ACS. 

factor for CAD, as well as an indicator of extent and severity 
of the disease, even in the presence of cholesterol lev- 
els considered normal, thus suggesting that the imbalance 
between TC and HDL levels plays a more important role 
in the pathophysiology of atherogenesis. It is important to 
consider that the atheroprotective function of HDL is not 
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Table 3 Comparison of biological parameters after regrouping patients with one and two affected arteries. 

Number of diseased vessels P 


One or two arteries (n = 83) Three arteries (n = 39) 


TC (mmol/L) 

4.31 

± 

1.29 

5.15 

± 

1.15 

0.001 

HDLc (mmol/L) 

0.97 

± 

0.29 

0.88 

± 

0.37 

NS 

LDLc (mmol/L) 

2.78 

± 

1.15 

3.35 

± 

1.18 

0.012 

TG (mmol/L) 

1.52 

± 

0.82 

1.31 

± 

0.75 

NS 

ApoA (g/L) 

1.23 

± 

0.24 

1.23 

± 

0.26 

NS 

ApoB (g/L) 

1.00 

± 

0.31 

0.97 

± 

0.31 

NS 

Lp (a) (g/L) 

0.31 

± 

0.27 

0.49 

± 

0.17 

io- 3 

NS: non significant;TC: total cholesterol; HDLc: cholesterol of high-density lipoprotein; LDLc: cholesterol of low-density lipoprotein; TG: 
triglycerides; ApoA: apolipoprotein A; ApoB: apolipoprotein B; Lp (a): Lipoprotein (a). 


Table 4 New cut-off determined for studied parameters. 

Parameter 

New cut-off 

Sensitivity (%) 

Specificity (%) 

PPV (%) 

NPV (%) 



1C (95%) 

1C (95%) 

1C (95%) 

1C (95%) 

LDLc (mmol/L) 

2.70 

76.9 

59.0 

46.9 

84.5 



[60.3-88.3] 

[47.7-69.5] 

[34.5-59.7] 

[72.1-92.2] 

TC (mmol/L) 

4.25 

87.2 

57.8 

49.3 

90.6 



[71.8-95.2] 

[46.5-68.4] 

[37.1-61.5] 

[78.6-96.5] 

Lp (a) (g/L) 

0.27 

92.3 

55.4 

49.3 

93.9 



[78.0-98.0] 

[44.1-66.2] 

[37.5-61.2] 

[82.1-98.4] 

PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value; 1C: interval of confidence 95 e percentile; LDLc: cholesterol of low-density 
lipoprotein; TG: triglycerides; Lp (a): lipoprotein (a). 


restricted to reverse cholesterol transport, but can also 
transport antioxidant enzymes, break down oxidized lipid 
fractions, and neutralize their proinflammatory effects. 
There is growing evidence that targeting other lipids, such 
as TG and HDLc, is an important way to reduce the residual 
cardiovascular risk [16]. 

Hypertriglyceridemia was also demonstrated to be asso- 
ciated to modifications in homeostasis susceptible to provide 
thrombosis that have an important role in CVD but its place 
as a risk factor is in debate [17]. The association of other 
factors to dyslipidemia may enhance the proliferation of 
atherosclerosis and so the CVD. Although ApoB is demon- 
strated to be superior to LDLc as an index of lipid-related risk 
of vascular disease [4] and the ApoB/A ratio is strong predic- 
tor of coronary events in middle-aged men and women [18], 
we did not found variation in ApoA and ApoB levels according 
to affected arteries. The current guideline for lipid man- 
agement to prevent CAD defines the absolute LDLc level as 
a treatment target, but the qualitative characteristics of 


the LDL may also need to be monitored in the future. It 
suggested that LDLc/ApoB ratio may become a significantly 
important tool in the risk stratification of patient with CAD 
due to the simplicity of measurement and calculation in 
clinical settings [19]. 

Significant elevated levels were found in Lp (a). In fact, 
Lp (a) concentrations have been linked with CHD across a 
wide spectrum of epidemiologic studies [20,21 ]. In our study, 
we found elevated concentrations in patients with multi- 
affected arteries and that the new determined cut-off was 
lower than usual value. Plasma concentrations of ox-Lp (a) 
significantly increased in both ACS and stable CAD patients. 
The increased ox-Lp (a) concentrations might be one of the 
major contributing factors for the occurrence of ACS and 
its concentrations may represent a better biochemical risk 
marker for ACS than plasma Lp (a) [22,23]. 

In the present study, determined new cut-off, from which 
patients with one or two affected arteries are at risk to 
develop more affected arteries, are lower than used cut-off 


Table 5 Adjusted odds ratios for significant parameters by univariated analyses. 


Parameter 

New cut-off 

OR 

1C 95% 

P 

Lp (a) (g/L) 

0.27 

14.91 

4.25-52.32 

io - 3 

LDLc (mmol/L) 

2.70 

4.80 

2.02-11.40 

io - 3 

TC (mmol/L) 

4.25 

9.33 

3.31-38.61 

io - 3 


1C: interval of confidence 95 e percentile; LDLc: cholesterol of low-density lipoprotein; TG: triglycerides; Lp (a): lipoprotein (a). 
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for lipid profile. This result can be taken into consideration 
to help preventing complications in ACS even in treated 
patients. 

Conclusion 

Findings of this study reinforce the need to assess lipid pro- 
file in ACS at admission to classify patients at high risk. 
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Summary Besides structural and physiological data of carcinoembryonic antigen, this paper 
points out the optimal conditions for sampling, assays and interpretation of results. 
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Resume Apres les caracteristiques structurales et physiologiques de I’antigene carcino- 
embryonnaire, les donnees pre-, per- et postanalytiques de son dosage sont abordees pour 
^interpretation des resultats. 

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 


L’antigene carcino-embryonnaire (ACE) a ete decrit pour la 
premiere fois par Gold et Freedman en 1965 [1]. II constitue 
un des marqueurs tumoraux les plus anciens utilises en onco- 
biologie, mais sa structure n’est connue que depuis peu. 


* Auteur correspondant. 

Adresses e-mail : cdesbene@ch-lemans.fr (C. Desbene), 
ogaillard@ch-lemans.fr (0. Gaillard). 


Analyte intact 
Structure de I’analyte 

L’ACE appartient a la superfamille des immunoglobulines (Ig) 
et s’apparente au groupe des molecules d’adhesion IgCAM. II 
possede differentes proteines homologues, regroupees dans 
la famille des molecules d’adhesion cellulaires analogues a 
I’ACE ( CEA-related cell adhesion molecules ou CEACAM) et 
qui seront detaillees ci-dessous. 


0923-2532/$ - see front matter © 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves. 
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Figure 1 A. Etude par immunoblot d’une preparation d’ACE purifiee (1) et d’un extrait cellulaire de cellules LoVo (cellules 
de cancer colorectal humaines) (2); controles (3 et 4). B. Etude immuno-histochimique de I’expression de I’ACE sur des coupes 
de xenogreffes d’adenocarcinomes coliques humains chez la souris (a et b: utilisation de deux anticorps anti-ACE differents; c: 
controle) [2]. 


L’ACE est une glycoproteine monomere, dont la masse 
moleculaire relative est comprise entre 180et 200 KDa 
(Fig. 1 [2]). Elle possede une mobilite electrophoretique 
dans la zone des (3-globulines. Cette molecule est compo- 
see d’une chaine polypeptidique unique et de residus 
glycanes, qui represented 45 a 60% de la masse de la 
molecule. La variability des residus glucidiques confere a 
la molecule d’ACE un niveau d’heterogeneite de masse 
moleculaire inhabituellement eleve. La chaine polypepti- 
dique de I’ACE contient sept domaines Ig extracellulaires 
(Fig. 2) : le domaine N-terminal de la proteine, compose de 
1 08 acides amines (aa), s’apparente au domaine variable des 
Ig (domaine !%V-like). Un peptide signal de 34 aa (sequence 
L) precede ce domaine N-terminal et est dive de la proteine 
lors de son acheminement vers la membrane. Les six autres 
domaines de la chaine peptidique s’apparentent au domaine 
constant de type C2des Ig (lgC2-like). Ces domaines peuvent 
etre de type A, comportant 93 aa, ou de type B, comportant 
85 aa. L’insertion de la molecule d’ACE dans la membrane 
cellulaire est assuree par un ancrage glycosyl phosphatidyl 
inositol (GPI), appele domaine M. L’ACE est probablement 
libere de la membrane cellulaire par I’action de la phos- 
pholipase C ou D. Ce type d’ancrage semi penetrant dans la 
membrane plasmique est egalement retrouve pour d’autres 


molecules de la famille CEACAM et pourrait expliquer la 
presence d’ACE circulant dans le sang. 

La formule de domaine de I’ACE est done: N-A1- 
B1-A2-B2-A3-B3-M. De plus amples informations sur la 
structure de I’ACE et de ses homologues peuvent etre 
trouvees sur un site dedie a cette famille de molecules : 
http://www.carcinoembryonic-antigen.de/. 

Recemment, la structure de la molecule d’ACE a pu etre 
determinee par des techniques de diffraction aux rayons X et 
aux neutrons. La chaine peptidique de I’ACE apparait comme 
un monomere d’une masse moleculaire de 150 KDa, et dont 
les dimensions font 20 nm par 8nm, ces valeurs etant aug- 
mentees par les residus glucidiques. La forme generale de la 
molecule s’apparente a celle d’un ecouvillon, les domaines 
Ig etant inclines les uns contre les autres avec un angle de 
160° le long de I’axe de la molecule. Chaque domaine Ig 
adopte une conformation relativement cylindrique et est 
compose de deux feuillets (3 selon une structure en barillet 
P [3,4]. 

Variants moleculaires 

La chaine polypeptidique composant la molecule d’ACE 
contient 28 sites de N-glycosylation sur des residus 
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Figure 2 Structure de la chaine peptidique de I’ACE et de ses homologues. 
Source: CEA Homepage — http://www.carcinoembryonic-antigen.de/. 
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Figure 3 


Organisation du gene de I’ACE et correlation entre les domaines de la proteine et les differents exons du gene [6]. 


asparagine. Les residus glycanes representent 45 a 60% de 
la masse de cette molecule et contiennent principalement 
du mannose, du galactose, de la N-acetylglucosamine, du 
fucose et de I’acide sialique. La variabilite des residus 
glucidiques presents sur la molecule d’ACE lui confere un 
haut niveau d’heterogeneite. Cette heterogeneite se traduit 
d’abord par une variabilite de masse moleculaire inhabi- 
tuellement elevee. De plus, divers variants de la molecule 
peuvent etre mis en evidence, en particulier par des tech- 
niques de chromatographie d’affinite, utilisant notamment 
la concanavaline A-sepharose [5]. 


Gene codant pour I’antigene carcino-embryonnaire 

L’ACE est code par le gene CEACAM5, localise sur le chro- 
mosome 19en position 1 9q1 3.2. II appartient a une famille 
de 29 genes ou pseudogenes (Fig. 3). Ces differents genes 
de la famille de I’ACE peuvent etre divises en trois sous- 
groupes : le sous-groupe des non-specific cross reacting 
antigens (NCA), dans lequel se trouve le gene de FACE 
et qui comporte 12membres, celui des pregnancy specific- 
glycoproteins (PSG), contenant 1 1 membres, et un troisieme 
sous-groupe de six genes. Le groupe NCA comporte sept 
genes pouvant etre exprimes : ACE, NCA (NCA 50/90), 
BGP, CGM1, CGM2, CGM6 (ou NCA95) et CGM7, ainsi que 
cinq pseudogenes ne pouvant etre exprimes : CGM8, CGM9, 
CGM10, CGMIlet CGM12. Le sous-groupe PSG contient 
1 1 genes pouvant tous etre exprimes (certains variants alle- 
liques de PSG7, PSG8et PSG1 2 contiennent des codons stop 
dans I’exon codant pour la portion N-terminale et ne 
peuvent de ce fait pas etre exprimes). Le troisieme et der- 
nier groupe est exclusivement compose de pseudogenes, 
denommes CGM13a CGM18. Ces differents genes et pseu- 
dogenes de la famille de FACE sont tous localises sur une 
region de 1,8Mpb, en position 1 9q1 3.2, entre les loci CY2A 
et D19S15. 

La region promotrice du gene de I’ACE (ainsi que de 
ceux des autres membres de cette famille) ne contient 
pas d’elements TATA et CCAAT. En revanche, elle presente 
des caracteristiques des genes de menage actifs, tels que 
des regions riches en bases G/C, des sites SP1, et des 
caracteristiques des genes regules au cours du developpe- 
ment. Le gene de I’ACE contient dix exons et neuf introns : 
chaque domaine Ig-like de la proteine est code par un exon, 
I’information codant la partie L est repartie sur les deux 
premiers exons [6]. 


Activities biologiques et concentrations 
physiologiques de I’antigene 
carcino-embryonnaire 

Comme I’alpha-foetoproteine (AFP), I’ACE appartient au 
groupe des antigenes carcino-embryonnaires, produits 
durant la periode embryonnaire et foetale. C’est done une 
proteine oncofoetale, synthetisee essentiellement chez le 
foetus, a partir de la neuvieme semaine de gestation, au 
niveau du foie, du tractus gastro-intestinal et du pancreas. 
II est egalement present a des taux tres faibles dans la 
muqueuse du colon et dans la glande mammaire. 

La synthese de FACE est reprimee apres la naissance et 
son taux sanguin s’effondre. Dans le serum d’adultes sains, 
I’ACE est de ce fait a peine detectable. Chez I’adulte, FACE 
est present a la surface du pole apical des cellules epithe- 
liales de Fintestin grele, du colon, du rectum, du pancreas, 
du foie, du poumon et du sein. On le retrouve egalement au 
niveau du nasopharynx, du tractus urogenital et des glandes 
sudoripares. L’ACE est detectable dans le serum de sujets 
sains, a des concentrations variables mais n’excedant pas 
en general 5|xg/L, celles-ci pouvant etre modulees par dif- 
ferents elements, en particulier le tabagisme (Tableau 1). 

L’ACE peut entretenir des interactions homotypiques, 
avec une autre molecule d’ACE (interaction ACE/ACE), 
ou heterotypiques, avec un autre membre de la famille 


Tableau 1 Facteurs physiologiques et environnementaux 
modulant le taux d’ACE. 

Facteur 

Influence sur le taux d’ACE et interpretation 
des resultats 

Sexe 

La concentration d’ACE est plus elevee chez 
Fhomme que chez la femme 
(valeur moyenne a 5,2 |j.g/L chez Fhomme 
contre 3,5 |j.g/L chez la femme) 

Age 

Les taux d’ACE s’elevent au cours du 

vieillissement 

Grossesse 

La grossesse s’accompagne d’une 

augmentation des taux d’ACE 

(taux plus eleves au cours des deux premiers 

trimestres) 

Tabac 

Le tabagisme entrafne une augmentation des 
taux d’ACE 

(les taux d’ACE sont correles a Fintensite du 
tabagisme; chez le fumeur, la valeur-seuil 
couramment admise est d’environ 10^g/L) 
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CEACAM (ACE/BGP ou ACE/NCA), avec le collagene de type 
I ou avec certaines souches d’f. coli. II peut alnsi participer 
aux phenomenes d’adhesion intercellulaire. Ces interactions 
font intervenir principalement le domaine N-terminal IgV- 
like et impliquent un des deux feuillets [3 sur le repliement 
Ig (appelee «face CFG»). 

Plusieurs recepteurs a I’ACE ont ete proposes, notam- 
ment un recepteur specifique de 80KDa, au niveau des 
cellules de Kupffer du foie, ou la galectine 3 ( galactoside 
binding lectin 3), dans les lignees cellulaires de cancers 
coliques. 

Son role physiologique reste encore a preciser. II pourrait 
etre implique dans : 

• la differenciation cellulaire et tissulaire au cours de 
I’embryogenese; 

• la reconnaissance et la regulation de la flore bacterienne 
du colon. 

L’ACE est egalement implique dans le developpement 
des tumeurs et la progression metastatique (Fig. 1 [2]), 
de meme que d’autres membres de la famille CEACAM; le 
dereglement de I’expression de ces molecules (ACE, biliary 
glycoprotein [BGP], CNA50/90) apparait comme un evene- 
ment precoce de la tumorigenese colique. II existe une 
relation entre la production d’ACE par des lignees tumo- 
rales coliques et leur potentiel proliferatif et metastatique. 
L’ACE pourrait egalement etre implique dans la dissemina- 
tion metastatique. Enfin, il peut interferer avec I’immunite 
antitumorale et serait implique dans les phenomenes de 
resistance aux chimiotherapies. 

Variations du taux d’antigene 
carcino-embryonnaire 

Variations physiologiques 

Des variations physiologiques sont observees entre les indi- 
vidus et peuvent resulter de I’influence du sexe, de I’age ou 
de conditions environnementales (tabagisme). La grossesse 
entraine egalement une augmentation des concentrations 
d’ACE. Les differents facteurs influencant les taux d’ACE 
sont resumes dans le Tableau 1 . Ils doivent bien evidemment 
etre pris en compte pour ^interpretation des resultats des 
dosages d’ACE en pratique clinique. 

Pathologies benignes 

Diverses pathologies benignes peuvent entrainer une 
augmentation des taux d’ACE, mais les concentrations 
observees depassent rarement 30 p,g/L. Ainsi, les taux d’ACE 
sont moderement eleves chez 20 a 50% des patients presen- 
tant des affections benignes de I’intestin, du pancreas, du 
foie et du poumon. Les differentes pathologies en cause sont 
listees dans le Tableau 2. 

Pathologies tumorales 

Des etudes du suivi evolutif menees chez des patients 
atteints d’un carcinome colorectal, du sein ou du poumon 


Tableau 2 Pathologies benignes potentiellement a 
I’origine d’une augmentation des taux d’ACE. 

Pathologies respiratoires 
Infections pulmonaires 
Emphyseme 
Pleuresie 
Tabagisme 

Pathologies digestives 
Pancreatites 

Tumeurs benignes du colon (polypes benins : 20%) 

Colite ulcereuse 
Maladie de Crohn 

Pathologies hepatiques 
Hepatites aigues et chroniques 
Cirrhose du foie 
Ethylisme chronique 

Autres pathologies 

Lesions inflammatoires aigues, chroniques 

Insuffisance renale 

Endometrioses 


Tableau 3 Interets principaux et indications du dosage de 
I’ACE en cancerologie. 


Indications 

Performances 

Depistage des 

Aucun interet : pas de valeur 

tumeurs 

diagnostique 

Pronostic et suivi 
therapeutique 

Interet majeur (cf. ci-dessous) 

Cancer colorectal 

Taux eleve au 

diagnostic = mauvais pronostic 
(taux de rechute a 50%) 
Elevation de I’ACE pendant 
traitement = rechute 

Cancer gastrique 

Correlation des taux avec 
le volume tumoral 
le risque de rechute 
la probabilite du 
developpement de metastases 


suggerent que la concentration en ACE preoperatoire est 
significative pour le pronostic (Tableau 3). La determination 
de la concentration en ACE n’est pas recommandee comme 
methode de depistage du cancer d’une maniere generate; 
cependant, I’utilisation du dosage de I’ACE comme test 
complementaire pour le pronostic et comme moyen de 
controle du traitement des patients atteints de cancer est 
largement acceptee. Le dosage de I’ACE peut presenter 
un interet pour le suivi des patients souffrant de tumeurs 
malignes diagnostiquees chez lesquels on peut observer des 
changements de concentration en ACE. Une elevation persis- 
tante de la concentration en ACE circulant apres traitement 
est un indice fortement revelateur d’une affection meta- 
statique et/ou residuelle. Une elevation constante de la 
concentration en ACE peut etre associee a revolution de la 
tumeur maligne ou a une mauvaise reponse au traitement. 
Une diminution de la concentration en ACE est generalement 
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I’indice d’un pronostic favorable et d’une bonne reponse 
au traitement. Les patients dont la concentration en ACE 
est faible avant traitement peuvent par la suite presenter 
une augmentation de I’ACE revelatrice de revolution de la 
maladie. 

L’ACE n’est pas specifique d’un tissu tumoral particu- 
lier, sa valeur diagnostique est done tres faible. Le dosage 
de I’ACE n’est done pas recommande pour le depistage 
systematique de cancers au sein de la population. Des 
concentrations en ACE situees dans le domaine de refe- 
rence n’excluent egalement pas la presence d’une affection 
maligne. 

L’interet clinique du dosage de I’ACE a ete mis en evi- 
dence dans le controle du traitement de patients souffrant 
de carcinome colorectal, gastrique, du sein, du poumon, de 
la prostate, du pancreas et de I’ovaire. 

Cancers colorectaux 

Des taux eleves d’ACE sont retrouves chez 60% des individus 
atteints de cancer du colon ou du rectum. En effet, plus de 
50% des cancers colorectaux non metastatiques et plus de 
75 a 80% des cancers colorectaux d’emblee metastatiques 
presentent des taux eleves d’ACE [7]. Par ailleurs, il existe 
une correlation entre le taux d’ACE et la masse tumorale, 
I’elevation du taux etant liee au degre d’extension locale 
lymphatique et a la presence de metastases a distance. 

Apres traitement chirurgical d’un cancer colique, la per- 
sistence d’un taux eleve signifie que le traitement a ete 
incomplet, et qu’il peut subsister des reliquats ganglion- 
naires ou des metastases infracliniques. En moyenne, I’ACE 
s’eleve quatre a huit mois avant le diagnostic clinique de 
recidive ou de metastase, mais le benefice de la surveillance 
par le dosage de I’ACE n’est pas etabli, les etudes cliniques 
ne montrant aucune incidence favorable sur la survie. 

Cancers gastro-intestinaux et pancreatiques 

L’ACE est egalement eleve chez 50 % des patients atteints de 
cancers gastriques: 12% des cancers de I’estomac au stade 
MOet 48% des stades Ml presentent des taux d’ACE supe- 
rieurs a 5p,g/L. Le CA 72-4 peut etre dose simultanement 
avec I’ACE dans cette pathologie. 

Dans les cancers de I’intestin, le taux d’ACE est correle 
au niveau d’extension metastatique. 

Dans le cancer du pancreas, ^augmentation de I’ACE est 
correlee au stade evolutif. Cependant, son dosage n’est utile 
qu’en seconde intention, apres celui du CA 19-9 et eventuel- 
lement du CA 195. 

Cancers gynecologiques 

Sept pour cent des cancers mammaires presentent un taux 
d’ACE eleve avant traitement, mais il n’y a pas de cor- 
relation entre le taux d’ACE et le degre d’envahissement 
ganglionnaire. L’ACE est plutot utilise en surveillance, apres 
remission, et dans le suivi du traitement des recidives et des 
metastases. Dans ce cadre, il est habituellement associe au 
CA15-3. On note egalement une elevation des taux d’ACE 
dans les cancers de I’ovaire (35%) et de I’uterus (30%). 

Autres cancers 

L’ACE est egalement un marqueur de nombreux cancers 
extradigestifs, compte tenu de sa faible specificite. Il pourra 


eventuellement etre associe a un autre marqueur plus 
specifique de I’organe atteint, de maniere a augmenter les 
performances diagnostiques de ce dernier : 

• cancer medullaire de la thyroide, en association avec la 
calcitonine (taux eleve dans 8% des cas) ; 

• cancer bronchopulmonaire (taux eleve dans 20% des cas) : 
adenocarcinomes et cancers a petites cellules (associe a 
la NSE). Dans les cancers bronchiques, le taux serique 
d’ACE est inversement proportionnel a la survie. Ce 
marqueur apparait done comme un critere pronostique 
important ; 

• cancers genito-urinaires. 

Ainsi, les principales indications du dosage de I’ACE en 
cancerologie peuvent etre resumees selon le Tableau 3. 

Formes moleculaires proches de I’analyte 
eventuellement preserves 

L’ACE appartient a une famille tres heterogene de glycopro- 
teines membranaires. L’utilisation d’anticorps monoclonaux 
a permis de mieux caracteriser et individualiser leurs diffe- 
rentes structures. Ainsi, six molecules dont la structure est 
tres proche de celle de I’ACE ont pu etre decrites : 

• le groupe des non-specific cross reacting antigens (NCA) : 
NCA 55, NCA 95, NCA 160, qui sont largement exprimes 
par les tissus epitheliaux de differents organes, ainsi que 
par les granulocytes et les monocytes ; 

• l’ACE-M, variant membranaire de I’ACE de moindre masse 
moleculaire ; 

• la biliary glycoprotein I (BGPI), constituant normal de la 
bile ; 

• la pregnancy specific glycoprotein (PSG), produite par le 
placenta au niveau du syncytiotrophoblaste, en particu- 
lier lors du premier trimestre de grossesse. Une expression 
du gene a egalement ete notee dans d’autres organes, 
mais a de faibles niveaux. 

Ces proteines, structurellement tres proches de I’ACE, 
presentent une distribution foetale, tissulaire, physiologique 
ou oncologique, similaire a cette molecule. De plus, plu- 
sieurs caracteristiques sont partagees par ces differentes 
molecules et I’ACE : tout d’abord, elles possedent toutes 
un domaine N-terminal de type IgV-like, qui ne comporte 
pas de pont disulfure intrachaine, celui-ci etant remplace 
par un pont salin. De plus, ces molecules sont hautement 
glycosylees, sur des residus asparagine, le plus souvent, 
voire exclusivement, par des chafnes glucidiques multi- 
antennaires (ramifiees). Ces residus glucidiques peuvent 
representer plus de 50% de la masse de la molecule. 

Donnees immuno-analytiques utiles pour le 
dosage de I’antigene carcino-embryonnaire 

Phase preanalytique 

Conditions de prelevement 

La programmation et la periodicite du prelevement 
sont fonction de la pathologie, de la therapeutique et 
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de I’objectif du dosage (suivi, reponse au traitement, 
pronostic. . .). Differents renseignements devront etre men- 
tionnes sur la prescription, notamment la pathologie suivie, 
les modalites et la date d’un eventuel traitement, chirurgi- 
cal ou non. 

Aucune variation nycthemerale du taux d’ACE n’a ete 
decrite. De ce fait, I’heure de prelevement importe peu. 
De meme, le jeune ne semble pas indispensable pour ce 
dosage (on evitera tout de meme de prelever le malade 
apres un repas, afin de se premunir de tout serum fortement 
lactescent). 

Prelevement 

Le sang veineux est recueilli par ponction au niveau du pli 
du coude. Les precautions standards relatives a la protec- 
tion contre les risques biologiques devront etre observees au 
cours de I’obtention et de la manipulation des echantillons 
biologiques. 

Selon le kit de dosage utilise, differents prelevements 
peuvent etre analyses; il conviendra done de se referer 
aux instructions du fabricant du reactif et du materiel de 
prelevement. La plupart des trousses reactifs permettent 
I’analyse de serum, celui-ci pouvant etre recueilli sur tube 
standard ou contenant un gel separateur. Certains kits per- 
mettent egalement de realiser le dosage sur du plasma, 
celui-ci pouvant etre preleve sur heparinate de sodium, 
sur EDTA tripotassique, voire meme sur citrate de sodium. 
Toutefois, en cas de dosage d’ACE sur du plasma recueilli 
sur heparinate de sodium ou de lithium, ou encore sur 
citrate de sodium, les resultats obtenus devront etre even- 
tuellement corriges selon un facteur communique par le 
fabricant du reactif, pour etre transposable aux valeurs 
obtenues sur du serum. Ainsi, lors de devaluation de series 
d’echantillons ou pour le suivi d’un meme patient, il est 
recommande d’utiliser le meme type d’echantillons pendant 
toute I’etude. 

L’ACE peut egalement etre dose dans divers liquides 
biologiques: epanchements pleuraux, liquides d’aspiration 
et de lavage bronchoalveolaire, dans le cadre des cancers 
bronchopulmonaires et des mesotheliomes, urines pour les 
cancers de vessie (le dosage de I’ACE pouvant etre asso- 
cie a celui de I’antigene tissulaire polypeptidique (ou tissue 
polypeptide antigen [TPA]) dans cette indication). 

Conditions de transport et de centrifugation 

Les instructions du fabricant de trousses reactifs et de 
dispositifs de prelevement, relatives au traitement des 
echantillons avant analyse, devront etre imperativement 
respectees. 

Apres prelevement d’un serum, il convient de s’assurer 
que le caillot s’est completement forme et retracte dans 
le tube avant de le centrifuger. Certains echantillons, en 
particulier ceux provenant de patients sous traitement anti- 
coagulant ou thrombolytique, pourront presenter des temps 
de coagulation eleves. Si I’echantillon est centrifuge avant 
la formation complete du caillot, la presence de fibrine peut 
entrainer des resultats errones. 

Les echantillons peuvent etre conserves au maximum 
pendant sept jours entre 2et 8°C avant d’etre analyses. 
Si le dosage est effectue plus de 24heures apres le pre- 
levement, le serum ou le plasma devra etre centrifuge et 


decante. Si le dosage est effectue plus de sept jours apres 
le prelevement, les echantillons devront etre conserves 
congeles a une temperature inferieure ou egale a — 20 °C 
pendant six mois au maximum. Il est recommande d’eviter 
des congelations/decongelations repetees. Tous les echan- 
tillons decongeles doivent etre homogeneises avec soin au 
Vortex®. Pour la stabilite du serum preleve sur tubes a gel 
separateur et du plasma, il est recommande de se confor- 
mer aux indications donnees par le fabricant des reactifs et 
des dispositifs de prelevement. 

Avant analyse, il convient de s’assurer que les differents 
echantillons a analyser (echantillons patients, calibrants 
et controles) sont bien revenus a temperature ambiante 
(20— 25 °C). Les echantillons de patients doivent etre mani- 
pules avec precaution, afin d’eviter toute contamination 
croisee. Enfin, compte tenu des risques d’evaporation 
et de concentration des echantillons, il est recommande 
d’effectuer les dosages dans les deux heures suivant le char- 
gement des tubes sur I’analyseur. 

Tous les echantillons, contenant des traces de fibrine, 
des globules rouges, un precipite ou toutes autres particules 
en suspension, doivent etre de nouveau centrifuges avant 
I’analyse. Les echantillons troubles doivent egalement etre 
centrifuges avant analyse. Il est egalement recommande de 
ne pas utiliser d’echantillons fortement hemolyses, presen- 
tant une contamination microbienne evidente ou inactives 
par la chaleur. De meme, certains fabricants de tests 
invitent a ne pas utiliser d’echantillons ou de solutions de 
controles stabilises par de I’azide de sodium. 

Donnees specifiques concernant I’immunodosage 

Les valeurs obtenues par differentes methodes d ’analyse ne 
sont absolument pas interchangeables. Ainsi, la concentra- 
tion en ACE d’un meme echantillon, determinee a I’aide de 
differentes methodes de dosage, pourra varier a cause des 
differences dans les procedes de dosage et de la specifi- 
cite des reactifs. De ce fait, le compte rendu du laboratoire 
devra toujours preciser la methode de dosage et le nom du 
kit utilises. Les taux d’ACE d’un patient obtenus a partir de 
differentes methodes ne peuvent done pas etre compares. 
En cas de changement de methode au cours du suivi thera- 
peutique, les taux d’ACE doivent etre confirmes pendant une 
periode transitoire en effectuant des dosages en parallele 
par les deux methodes. 

Techniques immunologiques 

Les premiers dosages d’ACE reposaient sur des techniques 
radio-immunologiques (RIA) [8]. Ces methodes de dosage de 
I’ACE necessitaient I’extraction prealable de I’antigene, ce 
qui rendait la determination relativement peu precise. Par 
ailleurs, ces dosages utilisaient des anticorps polyclonaux, a 
I’origine de nombreuses reactions croisees avec les membres 
de la famille ACE, en particulier les NCA. De ce fait, les diffe- 
rences de resultats obtenus pour un meme echantillon avec 
deux techniques differentes pouvaient etre considerables. 

Actuellement, de tres nombreux anticorps monoclonaux, 
qui ne reconnaissent pas les NCA, permettent le dosage 
de I’ACE dans le serum par diverses techniques immuno- 
metriques de type sandwich [9]. Les nombreux dosages 
existant actuellement utilisent un marqueur radioactif, 
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fluorescent ou enzymatique avec revelation par colori- 
metrie, par chimiluminescence ou par fluorescence. Les 
variants de glycosylation du marqueur, la multiplicite des 
anticorps monoclonaux, des sites antigeniques reconnus, des 
techniques de dosage et des etalonnages, conduisent ainsi 
a une importante dispersion intertechnique des resultats. 

Expression des resultats 

Les resultats peuvent etre exprimes au choix en ng/mL ou en 
|xg/L : 1 ng/mL d’ACE correspond a 16,9 mUI/mL. La valeur 
de reference seuil, couramment admise pour les techniques 
immunometriques en phase solide (techniques les plus fre- 
quemment utilisees), est de 5 a 5,5 (jcg/L. 

Epitopes reconnus par les anticorps monoclonaux 

Les epitopes de I’ACE ont ete caracterises et les anti- 
corps monoclonaux disponibles reconnaissent sixgroupes 
d’epitopes [9,10]. Les anticorps utilises par les kits de 
dosage reconnaissent principalement la partie polypepti- 
dique et se fixent habituellement sur deux groupes distincts 
(par exemple, le groupe 2et le groupe 5). 

Les anticorps induits pour detecter I’ACE peuvent reagir 
avec diverses proteines presentes dans les tissus normaux, 
telles que : les antigenes NCA1 et NCA2, les tumor-extracted 
related antigens (TEX), la glycoproteine biliaire 1 (GPB-1), 
le normal fecal antigen 1 et 2 (FAN1 et FAN2), presents dans 
le liquide de lavage d’un colon sain, et I’antigene meconium 
(meconial antigen ou MA). La plupart des anticorps utilises 
dans les tests de determination de I’ACE reagissent avec 
I’antigene meconium et dans une moindre mesure avec le 
NCA1 (reaction croisee< 1 %) [11]. 

Problemes analytiques eventuels 

Limites d’utilisation — Interferences 

Les kits de dosage utilisant des anticorps monoclonaux de 
souris sont soumis aux interferences eventuelles d’anticorps 
humains anti-souris ( human anti-mouse antibody ou HAMA). 
Ces HAMA peuvent etre presents dans les serums de 
patients ayant auparavant recu des injections d’anticorps 
monoclonaux de souris, dans un but diagnostique et/ou 
therapeutique. De telles interferences peuvent donner des 
resultats errones, c’est-a-dire faussement eleves ou abais- 
ses. Certains kits de dosage contiennent un constituant 
reduisant I’effet des HAMA sur les dosages. De meme, des 
anticorps heterophiles presents dans le serum du patient 
peuvent reagir avec les immunoglobulines utilisees pour 
le dosage et interferer avec la formation du complexe 
antigene— anticorps. Ces anticorps heterophiles sont retrou- 
ves dans le serum de sujets exposes de facon routiniere aux 
animaux ou a des produits contenant du serum d’animaux. 
Des resultats perturbes ou incoherents avec le tableau Cli- 
nique doivent done inciter le biologiste a recolter toutes 
les informations cliniques ou diagnostiques pouvant faire 
suspecter la presence de tels anticorps. 

Les autoanticorps, notamment le facteur rhumato'fde, 
peuvent egalement influencer la formation du complexe 
antigene— anticorps et ainsi perturber le dosage. La plupart 
des fabricants etudient les interferences liees au facteur 
rhumato'fde et precisent une concentration seuil en dessous 
de laquelle il n’a pas ete observe d’interferences (parfois 


jusqu’a 1000 ou 1500UI/mL). II est done conseille de consul- 
ter la documentation du fournisseur de la trousse reactif 
utilisee. 

La plupart des techniques actuelles minimisent 
I’influence de I’effet crochet par des lavages repetes 
entre chaque etape. Le seuil de concentration, en deca 
duquel il n’a pas ete observe d’effet crochet, varie 
selon les fournisseurs entre des concentrations de 60 a 
200 000 ng/mL. 

Divers medicaments peuvent egalement influencer les 
performances du dosage. Les fabricants realisent genera- 
lement des essais in vitro portant sur les medicaments les 
plus frequemment administres. L’utilisateur est done invite 
a consulter la documentation du fabricant pour connai- 
tre la liste des substances testees, avec les concentrations 
employees. 

Certaines substances et anticorps peuvent egalement 
interagir avec les systemes utilises pour la detection du 
complexe antigene— anticorps. L’administration de fortes 
doses de biotine (>5mg/j) peut inhiber la formation du 
complexe biotine— streptavidine (il est dans ce cas recom- 
mande d’effectuer le prelevement de I’echantillon au moins 
huitheures apres la derniere administration). Des anticorps 
anti-streptavidine et anti-ruthenium a tres fortes concen- 
trations peuvent egalement generer des interferences, bien 
que des protections existent dans les kits actuels. 

Independamment du kit employe et des interferences 
potentielles auxquelles il est soumis, les resultats du dosage 
d’ACE doivent toujours etre confrontes aux autres elements 
du dossier du patient, a savoir: I’anamnese, I’examen Cli- 
nique et les resultats des autres examens complementaires, 
notamment I’imagerie et I’endoscopie. 


Interferences visibles 

Les fabricants s’accordent pour deconseiller I’analyse d’un 
echantillon tres fortement hemolyse ou lactescent. 

L’hemolyse, la lactescence et la bilirubine peuvent inter- 
ferer sur les resultats des dosages. Il est done recommande 
de verifier les limites communiquees par le fabriquant du 
kit, en deca desquelles cette interference est consideree 
comme negligeable et n’influence pas le resultat (le cri- 
tere d’acceptabilite le plus souvent retenu correspond a 
un recouvrement de± 10% par rapport a la valeur initiale). 
Il est recommande de ne pas prelever des patients apres 
un repas, de maniere a reduire le risque d’echantillon tres 
lactescent. 


Molecule de reference utilisee pour la calibration 

Le calibrant de reference utilise pour le dosage de 
I’ACE est la premiere preparation internationale de 
I’Organisation mondiale de la sante (OMS) : 1 st IRP WHO 
Reference Standard 73/601 [12]. Cette preparation de refe- 
rence a ete developpee par le WHO Expert Committee 
on Biological Standardisation en 1976. Chaque ampoule 
contient 100 Ul d’ACE sous forme lyophilisee. Pour de plus 
d’informations, le lecteur pourra consulter le site Internet 
des standards biologiques de I’OMS a I’adresse suivante: 
http://www.who.int/biologicals/en/. 
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amines (aa), dont la masse moleculaire avoisine 5KDa. Ce 
peptide possede un site de N-glycosylation et contient un 
segment central riche en residus leucine. II a ete isole pour 
la premiere fois en 1972 par Holwerda dans des posthypo- 
physes de pores [1], 

La structure primaire de la copeptine est la suivante : 
ASDRSNATQLDGPAGALLLRLVQLAGAPEPFEPAQPDAY. 

La copeptine, comme I’AVP, provient du clivage proteo- 
lytique d’une proteine precurseur, la preprovasopressine 
(proAVP), constitute de 164aa et codee par le gene AVP, 
situe sur le chromosome 20, en position 20p13. Cette 
proteine precurseur comporte un peptide signal, I’AVP, 
la neurophysine II et la copeptine (Fig. 1) [2]. Ainsi, la 
copeptine constitue la partie C-terminale de la provaso- 
pressine (CT-proAVP). De ce fait, la copeptine et I’AVP sont 
cosecretees par la posthypophyse, dans des proportions stoe- 
chiometriques. 

La copeptine presenterait une demi-vie in vivo relative- 
ment courte, de I’ordre de 25 minutes, tout comme I’AVP. 
Mais, contrairement a cette derniere, elle est relativement 
stable in vitro, une fois le prelevement sanguin realise. 

Apres synthese de la proAVP dans les noyaux magno- 
cellulaires de I’hypothalamus, la proteine precurseur subit 
Faction de 4 enzymes pour adopter sa configuration biologi- 
quement active (Fig. 2). Apres le clivage du peptide signal, 
la proAVP se replie, en placant la sequence peptidique cor- 
respondent a I’AVP dans un site de liaison, situe dans la 
sequence de la neurophysine II. Ce repliement permet un 
compactage de la proteine, indispensable a son integration 
dans les vesicules neurosecretoires et protege I’AVP de la 


20 28 32 
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Copeptine 
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Figure 1 Representation schematique de la proteine precur- 
seur de I’arginine vasopressine. Cette proteine precurseur est 
composee d’un peptide signal (gris), de I’arginine vasopressine 
(AVP, rouge), de la neurophysine II (orange) et de la copep- 
tine (CT-proAVP, mauve). Les acides amines correspondant aux 
limites respectives des differents domaines sont egalement indi- 
ques [3]. 


proteolyse. Suivent ensuite la creation de 7 ponts disulfures 
dans le domaine de la neurophysine II et d’un pont dans 
celui de I’AVP, ainsi que la glycosylation de la copeptine. 
La proAVP est ensuite transferee dans les vesicules neurose- 
cretoires, ou elle subira differents clivages, au cours de son 
transport axonal, de I’hypothalamus vers la post-hypohyse : 
un premier clivage libered’abord I’AVP, puis la copeptine est 
separee de la neurophysine II. Ces differents clivages sont 
acheves lorsque les vesicules arrivent a la neurohypohyse. 

Activities biologiques et concentrations 
physiologiques de la copeptine 

Les actions physiologiques de la copeptine n’ont ete decrites 
que recemment. Initialement consideree comme un facteur 
entrainant la liberation de prolactine, la copeptine apparait 
actuellement comme un element cle pour la conformation 
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Figure 2 Secretion post-hypophysaire de I’arginine vasopressine et de la copeptine. Les deux proteines sont synthetisees a 
partir d’un precurseur commun, qui subit un processus de maturation au sein des granules neurosecretoires, au cours de leur 
progression le long de I’axe hypothalamo-hypophysaire. La copeptine et I’AVP sont ensuite stockees au niveau des axones des 
neurones neurosecretoires. Apres stimulation, les proteines sont liberees dans les capillaires avoisinants [4]. 
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correcte de la proAVP, permettant ainsi sa maturation 
proteolytique ulterieure [5]. La copeptine interagit proba- 
blement avec le systeme calnexine— calreticuline, qui regule 
la conformation correcte des proteines et interagit avec les 
proteines glycosylees. Ainsi, on ne retrouve pas de motif 
copeptine dans le precurseur de I’ocytocine, une autre 
hormone post-hypophysaire; le precurseur de I’ocytocine 
semble en effet beaucoup plus stable que celui de I’AVP. 
L’absence de copeptine pourrait enfin etre impliquee dans 
la pathogenese du diabete insipide neurogenique. 

Les concentrations plasmatiques en copeptine, mesu- 
rees sur un echantillon des 359sujets sains, varient entre 
1,0 et 13,8pmol/L (valeur mediane: 4,2pmol/L; IC 95 % : 
1 ,7—1 1 ,25 pmol/L). Les concentrations medianes en copep- 
tine sont significativement plus elevees chez les hommes 
que chez les femmes (5,2 vs 3,7 pmol/L, p< 0,0001). Tou- 
tefois, les plages de valeurs observees sont strictement 
superposables entre ces deux groupes. Enfin, la copeptine 
plasmatique semble ne pas varier en fonction de I’age [6]. II 
ne semble pas non plus exister de variations circadiennes du 
taux de copeptine chez I’adulte en bonne sante, quoique les 
etudes disponibles aient ete realisees sur un petit nombre 
d’individus [7]. L’exercice physique peut entrainer une aug- 
mentation moderee du taux de copeptine chez certains 
individus. Chez les sujets sains, la concentration en copep- 
tine est influencee par differents facteurs physiologiques 
(de meme que celles de I’AVP). En effet, elle augmente en 
periode de jeune et diminue rapidement apres une charge 
hydrique [6]. Comme I’AVP, la concentration en copeptine 
est influencee par le statut hydrique et I’osmolarite plas- 
matique du sujet. Ainsi, chez le volontaire sain, une diete 
hydrique ou I’administration de serum sale hypertonique 
augmente la concentration en copeptine. A I’inverse, la per- 
fusion de serum hypotonique entraine une diminution de son 
taux [6]. 

Variations pathologiques de la copeptine 

L’insuffisance renale entraine une augmentation du taux 
sanguin de copeptine, probablement liee a une diminution 
de la clairance renale de cette proteine. Ainsi, il existe une 
forte correlation entre le taux de copeptine et la diminu- 
tion du debit de filtration glomerulaire, en particulier chez 
les individus de sexe masculin. De plus, I’administration de 
corticoides inhibe la secretion de copeptine. 

Interet du dosage de la copeptine en pathologie 

Comme nous I’avons mentionne anterieurement, la copep- 
tine est cosecretee avec I’AVP par les neurones hypotha- 
lamiques au niveau de la posthypophyse. La copeptine 
represente done un temoin fidele de la secretion d’AVP et 
son dosage apparait beaucoup plus aise que celui de I’AVP, 
qui presente une duree de vie reduite et une instability 
importante. La secretion d’AVP (et, par voie de conse- 
quence, de copeptine) constitue une reponse de I’organisme 
a divers stress, parmi lesquels on peut notamment 
citer: I’hypotension arterielle, I’hypoxie, I’hypoglycemie, 
I’hyperosmolarite, I’acidose et les etats infectieux. L’AVP 
exerce 3 actions principals: une vasoconstriction arterio- 
laire, par I’intermediaire de son recepteur VI, un effet 


antidiuretique sur le rein, par son recepteur V2, et la 
liberation d’ACTH par I’antehypophyse, laquelle stimule la 
secretion de cortisol (ce dernier effet implique un autre 
recepteur a I’AVP encore mal caracterise). 

Troubles hydroelectrolytiques 

En raison de sa co-secretion avec I’ADH, la copeptine 
apparaTt comme un marqueur biologique de choix pour 
I’exploration des desequilibres hydrosodes [4]. Elle semble 
notamment contributive dans le diagnostic differential 
entre un syndrome de secretion inappropriee d’ADH (SIADH) 
et une depletion en sodium, devant la decouverte d’une 
hyponatremie (un SIADH s’accompagnant d’une elevation 
de la copeptine). A I’inverse, la copeptine permettrait 
egalement I’exploration etiologique du diabete insipide 
(caracterise par des concentrations basses et non stimu- 
lates de copeptine) et, notamment, de porter le diagnostic 
differentiel avec un syndrome polyuro-polydipsique. Cepen- 
dant, les performances du test pourraient etre limitees par 
le recouvrement partiel des valeurs de copeptine entre ces 
divers groupes de patients et I’existence d’autres patho- 
logies associees, provoquant une augmentation du taux de 
copeptine. 

Etat de choc, detresses vitales 

Le taux sanguin de copeptine augmente dans diverses situa- 
tions de stress, notamment en cas de choc septique ou 
hemorragique, de syndrome de reponse inflammatoire sys- 
temique ou de chirurgie lourde [8]. Les taux de copeptine 
se normalisent parallelement a ^amelioration de I’etat 
hemodynamique. Dans les etats infectieux severes, les 
concentrations de copeptine sont correlees a la severity du 
sepsis et a la survie globale du patient. 

Insuffisance cardiaque et infarctus du myocarde 
Au cours de I’infarctus du myocarde (IDM), la copeptine 
s’eleve tres precocement, alors que la troponine demeure 
encore indetectable (0 a 4heures apres le debut des symp- 
tomes) [9]. Un taux normal de copeptine et de troponine au 
moment de I’admission aux urgences permet ainsi d’exclure 
le diagnostic d’IDM avec une valeur predictive negative de 
plus de 99 %. Le dosage de la copeptine peut egalement etre 
couple au dosage ultrasensible de la troponine, ce qui aug- 
mente les performances du diagnostic [10]. Au decours d’un 
episode d’IDM, une augmentation de la copeptine est asso- 
ciee avec une surmortalite et un risque eleve d ’insuffisance 
cardiaque dans un court delai (2mois). Dans I’insuffisance 
cardiaque chronique, un taux eleve de copeptine constitue 
un indicateur de mauvais pronostic a moyen et long terme, 
notamment en termes de mortality et d’hospitalisation 
pour decompensation, ce pouvoir predictif peut etre aug- 
mente par le dosage concomitant du peptide natriuretique 
cerebral (brain natriuretic peptide ou BNP). De plus, la 
copeptine peut etre associee a la natremie et aux pep- 
tides natriuretiques dans I’insuffisance cardiaque aigue pour 
predire une surmortalite a 90 jours, une probability ele- 
vee d’hospitalisation ulterieure. En particulier, I’association 
d’une copeptine elevee a une hyponatremie semble de pro- 
nostic particulierement defavorable [11]. 
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Pathologies respiratoires 

Les infections des voies respiratoires inferieures entrainent 
une augmentation des taux de copeptine, cette augmen- 
tation etant correlee a la severite de I’infection [12]. 
Dans les pneumopathies aigues communautaires de I’adulte, 
la valeur de la copeptine a I’admission aux urgences est 
correlee a une severite accrue de I’infection et a un 
pronostic defavorable; les taux de copeptine semblent, 
par ailleurs, plus importants chez les patients ayant des 
hemocultures positives. Dans les episodes de decompen- 
sation de broncho-pneumopathies chroniques obstructives, 
la copeptine apparait egalement comme un marqueur 
independant de mauvais pronostic. Enfin, la copeptine 
constitue un marqueur de sepsis et de mauvais pronostic 
dans les pneumopathies acquises sous ventilation meca- 
nique. 


Pathologies neurologiques 

Dans les accidents vasculaires cerebraux ischemiques, 
une augmentation du taux de copeptine a I’admission 
est associee a une gravite accrue, a un pronostic fonc- 
tionnel defavorable et a une surmortalite elevee a 
court et long terme [13]. De meme, une elevation 
de la copeptine au decours d’un accident ischemique 
transitoire est associee a un risque eleve de recidive 
de I’accident sous 90 jours. La copeptine possederait 
egalement une valeur pronostique et de gravite dans 
les hemorragies intracerebrales et sous-arachnoidiennes. 
Elle aurait egalement une valeur de pronostic pejoratif 
dans les traumatismes craniens, de I’adulte comme de 
I’enfant. 


Autres applications et valeur pronostique de la 
copeptine 

La copeptine presente egalement une valeur pronostique 
dans de nombreuses affections chroniques. C’est notam- 
ment le cas du diabete de type 2, ou son augmentation est 
associee a une surmortalite globale, notamment d’origine 
cardiovasculaire [14]. De plus, chez les sujets atteints de 
nephropathie diabetique (diabete de type 2avec microal- 
buminurie), la copeptine constitue un marqueur de risque 
eleve de deterioration rapide de la fonction renale et 
devolution a court terme vers I’insuffisance renale. La 
copeptine possederait egalement une valeur pronostique 
et de gravite dans la cirrhose hepatique. En cas de 
pancreatite aigue, on constate egalement une augmen- 
tation de la copeptine et celle-ci est plus importante 
dans les formes severes que dans les formes moderees. 
Dans I’insuffisance renale chronique, la copeptine peut 
constituer un facteur de risque de complications cardio- 
vasculaires. La copeptine pourrait egalement presenter un 
interet dans le « tri » des sujets ages se presentant aux 
urgences pour des symptomes non specifiques (et/ou mal 
definis) et permettrait ainsi de guider la prise en charge 
de tels patients. En effet, I’elevation des taux de copep- 
tine chez ces patients au moment de I’admission constitue 
un indicateur predictif de pronostic defavorable et de 
gravite, qui appelle une prise en charge plus agressive 
d’emblee. 


Formes moleculaires proches de I’analyte 
eventuellement preserves 

La copeptine ne presente pas d’analogues de sequence 
connus (une recherche de proteines de structure primaire 
identique ou voisine dans les bases de donnees s’avere 
infructueuse). Par ailleurs, les fabricants des differents kits 
considerent le dosage de la copeptine comme hautement 
specifique et ne rapportent pas de proteines pouvant etre 
reconnues par les anticorps (Ac) utilises pour sa detection. 

II n’existe pas de donnees concernant une eventuelle oli- 
gomerisation de la copeptine ou sa liaison avec d’autres 
partenaires proteiques. 

Enfin, peu de donnees sont disponibles dans la litera- 
ture sur le catabolisme de la copeptine ou de ses eventuels 
fragments. Le rein semble implique dans la degradation de 
la copeptine, puisque I’insuffisance renale majore ses taux 
circulants. 

Donnees immuno-analytiques utiles pour le 
dosage de la copeptine 

Comme nous I’avons vu plus haut, la copeptine et I’AVP 
sont cosecretees par la posthypophyse, dans des proportions 
egales. Le dosage de la copeptine peut ainsi se substituer a 
celui de I’AVP, celui-ci etant particulierement delicat (liai- 
son de I’AVP aux plaquettes sanguines, analyte instable 
et de demi-vie tres courte —24 minutes—, mesure par 
competition. . .). De fait, on prefere mesurer une molecule 
stable in vitro, derivee du precurseur de I’AVP, telle que la 
copeptine, plutot que I’AVP elle-meme. 


Phase pre-analytique 
Conditions de prelevement 

Comme mentionne plus haut, le statut hydrique et 
I’osmolarite plasmatique influenced les concentrations san- 
guines en copeptine [6]. De fait, il est necessaire d’eviter 
une diete hydrique prolongee ou une prise d’eau importante 
avant le prelevement (sauf, bien evidemment, dans le cadre 
de I’exploration dynamique d’un trouble de la secretion 
d’AVP). 


Prelevement 

Le sang veineux est recueilli par ponction au niveau du pli 
du coude. Les precautions relatives a la protection contre 
les risques biologiques devront etre observees au cours de 
I’obtention et de la manipulation des echantillons biolo- 
giques. 

Le dosage de la copeptine peut etre realise sur du plasma 
(EDTA, heparine) ou sur du serum. 

II convient de respecter les indications communiquees 
par les fabricants du materiel de prelevement et du kit de 
dosage. 

Aucune precaution pre-analytique particuliere n’est 
recommandee pour le dosage de la copeptine; I’ajout 
d’antiproteases au prelevement n’est notamment pas 
necessaire. 
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Traitement des echantillons 

Les conditions de centrifugation doivent imperativement 
suivre les instructions du fabricant de materiel de prele- 
vement. 

La copeptine est stable dans le serum ou le plasma pen- 
dant 7 jours a temperature ambiante et 2semaines a 4°C 
(recouvrement>80%, cf. Fig. 3). Si le dosage doit etre rea- 
lise dans les 24heures suivant la prise de sang, le fabricant 
du kit recommande une conservation des echantillons a tem- 
perature ambiante ou entre 2— 8 C. Sinon, il est conseille de 
les aliquoter et de les congeler a -20 °C. II est possible de 
congeler et de decongeler les echantillons trois fois. 

Les echantillons icteriques, hemolytiques ou lactes- 
cents, les echantillons troubles ou contenant des traces 
de fibrine peuvent donner des resultats imprecis. II 
convient d’interpreter avec prudence les resultats de 
tels echantillons, voire de demander un prelevement de 
controle. 

Donnees specifiques concernant I’immunodosage 

Epitopes reconnus par les anticorps 

Les Ac utilises pour le dosage de la copeptine sont diriges 
contre la sequence 132— 164 de la proAVP, ce qui corres- 
pond a la partie C-terminale de ce precurseur. Le premier 
Ac est dirige contre les aa 132— 147 de la proAVP (sequence 
ATQLDGPAGALLLRLV). Le second Ac reconnaTt les aa 149— 164 
(sequence LAGAPEPFEPAQPDAY). 



Serum Plasma EDTA 

I 1 Temp, ambiante HU Temp, ambiante 

I I +4°C +4°C 

Figure 3 Stabilite ex vivo de la copeptine selon la nature 
du prelevement et la temperature de conservation. Recouvre- 
ment des valeurs initiates pour des echantillons de serum et de 
plasma EDTA conserves a temperature ambiante et a 4°C pen- 
dant 4heures, 24heures, 3, 7et 14jours (n = 5 echantillons par 
condition). Les concentrations en copeptine des echantillons 
variaient de 3 a 200pmol/L. Les donnees sont exprimees en 
moyenne±ecart-type du pourcentage de la valeur initialement 
mesuree (rapportee a 100%) [3]. 


Techniques immunologiques 

Le dosage immunologique de la copeptine actuellement dis- 
ponible repose sur une technique de type sandwich. La 
detection du complexe antigene (Ag)/Ac peut etre realisee 
selon differentes modalites, suivant I’appareillage utilise 

(Fig. 4) : 

• technique immunoluminescente : le premier Ac polyclonal 
permet la capture de I’Ag et se trouve lie a la phase solide 
(tubes de polystyrene). Le second Ac polyclonal consti- 
tue le traceur et est marque a I’ester d’acridinium pour 
generer la reaction de chimiluminescence ; 


• technique TRACE™ (Time-Resolved Amplified Cryptate 
Emission ) : cette technique, disponible sur les auto- 
mates Kryptor® (ThermoFisher), repose sur un transfert 
d’energie non radiatif entre un donneur (structure cryp- 
tate renfermant un ion europium) et un accepteur 
(proteine d’algue modifiee absorbant la lumiere: XL 
665), ces derniers etant chacun lies a un Ac. En pre- 
sence de copeptine, la formation d’un complexe immun 
Ag/Ac provoque leur rapprochement et permet le trans- 
fert d’energie: le signal de fluorescence obtenu est 
ainsi proportionnel a la concentration de copeptine dans 
I’echantillon ; 


Chimiluminescence 





I Ac de capture 

PHASE SOLIDE 


Figure 4 Techniques immuno-analytiques utilisees pour la detection de la copeptine [3]. A gauche: technique immunolumines- 
cente sandwich. A droite : technologie TRACE™. 



Caracteristiques immuno-analytiques de la copeptine 
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• technique immunoenzymatique Elisa ( Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay) en microplaques. 

Expression des resultats 

Les resultats du dosage de la copeptine sont habituellement 
exprimes en pmol/L. La copeptine sanguine est detectable 
chez plus de 97% des sujets sains, quelle que soit leur 
osmolarite plasmatique (contrairement a I’AVP, qui est inde- 
tectable chez certains sujets presentant une osmolarite 
moyenne ou basse). 

Performances des techniques de dosage 

Les differents kits disponibles sur le marche utilisent un 
volume d’echantillon de I’ordre de 50 (jlL (sans prendre en 
compte le volume mort eventuel). La technique TRACE™ 
permet d’obtenir des resultats en 19 minutes, contre 
3 heures pour la technique immunoluminescente. De par 
leur difficile automatisation, les techniques Elisa en micro- 
plaques sont difficilement adaptables au contexte d’urgence 
et semblent reservees a la recherche clinique. Le domaine 
de mesure varie de4,8a 500 pmol/L (et jusqu’a 1200 pmol/L 
apres dilution automatique) pour la technique TRACE™. Le 
seuil de sensibilite analytique est compris entre 1,7 pmol/L 
pour la technique immunoluminescente et 4,8 pmol/L pour 
la technique TRACE™. Le coefficient de variation interla- 
boratoire demeure inferieur a 20% pour les differents kits 
de dosage, quelle que soit la concentration testee. Les dif- 
ferentes caracteristiques du dosage de la copeptine sont 
resumees dans les Tableaux 1 et 2. 

Problemes analytiques eventuels 

Les reactifs utilises pour le dosage contiennent des immu- 
noglobulines animales d’especes homologues a celles ayant 
servi a la production des Ac. Ceux-ci permettent de com- 
plexer les Ac heterophiles (ou HAMA: Human Anti-Mouse 
Antibodies) eventuellement presents dans le sang des 
patients, et ainsi de reduire le risque de perturbations liees 
a la presence de ces Ac. 

Aucun effet crochet, survenant pour de tres hautes doses 
d’Ag, n’a pu etre observe jusqu’a des concentrations de 
copeptine de I’ordre de 2000 pmol/L. 


Tableau 1 Performances du dosage de la copeptine par 
la technologie TRACE™ ( Time-Resolved Amplified Cryptate 
Emission). 

Caracteristique 

Valeur 

Seuil de detection 

4,8 pmol/L 

Sensibilite fonctionnelle du dosage 

12 pmol/L 

(precision inter-dosage d’un CV de 


20%) 


Limite de quantification 

14,1 pmol/L 

Linearite (taux de recuperation sur des 

80% a 120% 

dilutions d’echantillons fortement 


concentres) 


Effet crochet 

2000 pmol/L 


Evaluation des caracteristiques du dosage de la copeptine par la 
technologie TRACE™ selon les recommandations EP17-A (eva- 
luation de la performance de precision des dispositifs de chimie 
clinique) du CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). 


Tableau 2 Precision/Reproductibilite intra- et inter-essai 
du dosage de la copeptine par le coffret utilisant la technolo- 
gie TRACE™ (Time-Resolved Amplified Cryptate Emission). 


Concentration en 

CV intra-essai 

CV inter-essai 

copeptine (pmol/L) 

(%) 

(%) 

12-20 

<17 

<15 

20-50 

<12 

<13 

>50 

<6 

<8 


Les CV intra- et inter-essais du dosage de la copeptine sont 
indiques pour differents niveaux de concentration en analyte 
testes. 


Tableau 3 Interferences de diverses substances sur le 
dosage de la copeptine par la technologie TRACE™ ( Time- 
Resolved Amplified Cryptate Emission). 

Substance interferente 

Seuil de concentration 
testee (absence 
d’interference) 

Hemoglobine 

500mg/L 

Bilirubine 

50mg/L 

Triglycerides 

5 g/L 

Albumine 

50g/L 


Interferences visibles 

Les interferences ont ete evaluees pour les techniques 
immunoluminescente et TRACE™. Les seuils d’interference 
de diverses substances, testees avec le kit de dosage 
TRACE™, sont communiques dans le Tableau 3. 

Molecules utilisees pour la calibration 

La calibration du kit de dosage repose sur I’utilisation de 
standards contenant un antigene synthetique copeptine en 
solution dans du serum de cheval. Les controles de qualite 
utilises dans le kit utilisent ce meme antigene synthetique. 

Declaration d’interets 

Les auteurs declarent ne pas avoir de conflits d’interets en 
relation avec cet article. 
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